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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Resistenzentwicklung

Seit der Entdeckung des Antibiotikums Penicillin und anderer antimikrobieller
Substanzen im letzten Jahrhundert konnten die meisten bakteriellen
Infektionskrankheiten, die die Menschen in der Vergangenheit gefédhrdet hatten, in
der westlichen Welt beherrscht werden [1]. Die rasche Replikations- und
Mutationsféhigkeit der Bakterien bis hin zur Resistenzentwicklung gegen Antibiotika
stellt die Gesellschaft mittlerweile vor eine Herausforderung [2]. Bakterien sind durch
genetische Flexibilitat fahig unter dem Selektionsdruck ausgetibt durch Antibiotika zu
Uberleben, sich zu vermehren und in einer Bakterienpopulation dominant zu werden
[3]. Bakterien kénnen bis zu 25% ihres Genoms mobilisieren und austauschen. Die
Ubertragung von Resistenzgenen kann dementsprechend schnell von einem
Bakterienstamm auf den nachsten erfolgen und es kdnnen multiresistente Erreger
(MRE) entstehen [2-5]. Diese Uberlebenden Erreger kénnen anderen Bakterienarten
Uber verschiedene Mechanismen ihre Resistenzgene Ubertragen [6], zum Beispiel
Uber Transformation, das heif3t durch die aktive Aufnahme freier Bakterien-DNA Uber
Transduktion, durch die Ubertragung der DNA (iber Bakteriophagen als Vektoren
oder Uber Konjugation, durch den Austausch der DNA via Zell-Zell-Kontakt Uber
Plasmide und Transposons [7]. Plasmide als Ubertragungsvektoren erméglichen eine
rasche Verbreitung von Resistenzen, da zum Teil multiple Resistenzgene in R-
Plasmiden oder mobilen Transposons enthalten sein kdnnen. Diese kénnen zudem
Informationen gegen mehrere Angriffspunkte der Antibiotika gleichzeitig kodieren. Die
Mechanismen, die zu einer Antibiotikaresistenz flhren, sind eine Veranderung der
Zielstrukturen des antibakteriellen Wirkstoffes im Bakterium, enzymatische
Antibiotikamodifikation oder Effluxpumpen [2-4]. Bakterien selbst kdnnen
modifizierende Enzyme bilden, die einen spezifischen Abbau des Antibiotikums
induzieren wie die Spaltung von Penicillin durch die Beta-Laktamase [2]. Beim Efflux
bewirken energieabhdngige Pumpen den Transport des Antibiotikums aus dem
Mikroorganismus. Dadurch kann intrazellular keine letale Antibiotikakonzentration

erzielt werden [8].
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Seit 1960 wurden vier Antibiotikaklassen entwickelt, die bakterielle Infektionen bisher
ausreichend therapierten und den gesamten globalen Markt beherrschten. Dazu
gehéren Penicilin und seine Abkdmmlinge, wie Cephalosporine, Quinolone,
Makrolide und Tetracycline [9]. Die meisten chemischen Grundstrukturen, von denen
sich die antimikrobiellen Substanzen ableiten, wurden zwischen 1930 und 1960
eingefuhrt. Neue antibiotische Medikamente sind durch entsprechende
Modifikationen von chemischen Gruppen am Grundgerist dieser Vorstufen entwickelt
worden. Diese Taktik war bislang zielfuhrend, jedoch nur fir kurze Zeit therapeutisch
effizient und nicht nachhaltig genug, um die Resistenzsituation dauerhaft zu
verbessern. Der Entwicklungsfortschritt fir komplett neue Antibiotikaklassen verlief
bisher langsam [10] (Abb. 1). Antibiotika werden allgemein fir Kkurze
Therapiezeitrdume verschrieben und neuentwickelte meist nur als Reservemittel
eingesetzt. Dadurch ist der Absatzmarkt fir Pharmafirmen zu klein, als dass sich die

Entwicklung einer neuen Grundstruktur lohnen wirde [11].
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Abb. 1: Darstellung der Entwicklungen neuer antibakterieller Medikamente in dem Zeitraum
von 1983-2007 [modifiziert nach [12].
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Die Entstehung von Resistenzen gegen antimikrobielle Substanzen ist ein
physiologischer Prozess. Im Boden ubiquitdre Bakterien besitzen Gene fir
Resistenzen. Neue Resistenzen werden immer entstehen und weitergegeben werden
[1]. Durch fehlerhafte Anwendung der Antibiotika verlaufen die Resistenzentwicklung
und die Ausbreitung resistenter Erreger schneller [13]. Problematisch dabei sind
Verschreibungen von Antibiotika bei viralen Infekten, ungeniigende Compliance der
Patienten, Beimischung der Antibiotika in Futtermitteln, Einsatz in der Landwirtschaft,
in der Tiermedizin und in der Wasserwiederaufbereitung. Weitere Ursachen fir die
Entstehung von Resistenzen kénnen unnétige Antibiotikaprophylaxe, Fehler in der
Wahl des Antibiotikums, Dosierung und Lange der antibiotischen Therapie und eine
falsche oder fehlende Kombinationstherapie sein [2, 3]. In Haushalten steigt die
Verwendung antimikrobieller Substanzen, wodurch sich ebenfalls resistente Stamme
selektionieren kbénnen [3]. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
Mikroorganismen wie Listeria monocytogenes durch Effluxpumpen Resistenzen
gegen Desinfektionsmittel und dadurch Kreuzresistenzen mit Antibiotika entwickeln
konnten [14]. Das AusmaB der Ausbreitung resistenter Mikroorganismen wird durch
den mobilen Ubertragungsvektor Mensch zudem zu einem globalen Problem. Durch
die Verwendung neuer gut wirksamer Reserveantibiotika und Breitspektrumantibiotika
ohne Uberpriffung einer testgerechten Therapie durch Antibiogramme steigt die
Gefahr, dass gegen diese Medikamente Resistenzmechanismen entstehen [3] und
das Zeitalter der Antibiotika bald zu Ende sein kdnnte [3, 15].
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1.2 Multiresistente Erreger am Beispiel MRSA

Bekannte multiresistente Erreger (MRE) sind unter anderem Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus- (MRSA-) Stamme, Vancomycin-resistente Enterokokken
(VRE) und Breitspektrum-Beta-Laktamase produzierende (extended-spectrum beta-
laktamase, ESBL) Enterobakterien, E. coli-, und Klebsiella pneumoniae- Stamme.
Diese fuhren bei Epidemien auf Stationen in Krankenh&usern zu einem erheblichen
Arbeits- und Zeitaufwand fir das Klinikpersonal, um eine suffiziente Isolierung und
eine adaquate Therapie der Patienten zu gewéhrleisten [3, 13, 16]. Weitere MRE gibt
es bereits bei Pseudomonas aeruginosa-, Acinetobacter spp-. und Clostridium
difficile- Stammen [17]. Von multiresistenten P. aeruginosa oder Acinetobacter spp.
verursachte Infektionen sind vor allem auf Intensivstationen ein Problem und infizierte
Patienten sind schwierig zu behandeln [18]. Durch die Verzégerung einer adaquaten
Antibiotikatherapie verdoppelt sich bei Patienten auf Intensivstationen mit einer
Pseudomonas-Bakteriamie die Mortalitdt im Vergleich zu adaquat behandelten
Patienten [19, 20]. Die Verbreitung von Resistenzen bei Gram(-) Enterobakterien ist
ebenfalls besorgniserregend, da bei diesen Pathogenen noch weniger
Therapieoptionen bei Mehrfachresistenzen existieren [13]. VRE koénnen auf
Intensivstationen lang andauernde und schwer einzuddmmende Epidemien auslésen
und stellen in Transplantationszentren in den USA mittlerweile die haufigsten
Nosokomialerreger dar [21, 22].

Ende der 1950er Jahre waren bereits 50% aller S. aureus-Stdmme gegenlber
Penicillin resistent [23]. MRSA stellt seit den 1980er-dahren ein immer gréBer
werdendes Problem dar [21, 24], was durch steigende MRSA-Raten von S. aureus-
Isolaten in Deutschland von 1980 mit 1,2% bis 2007 mit 20,3% deutlich wird (Abb. 2)
[25].



1 Einleitung

Abb. 2: Darstellung der Resistenzverteilung von MRSA in Europa nach EARSS und ECDC,
Bericht 2010 [26].

Nosokomiale MRSA-Infektionen z&hlen zu den haufigsten Komplikationen eines
Krankenhausaufenthalts in Deutschland [21, 27, 28]. Die Inzidenz von MRSA-Fallen
in deutschen Krankenhausern zeigt jedoch von 2006 (0,83) bis 2011 (0,89) eine
gleichbleibende Tendenz [29]. MRSA wird meist Uber Kontakte im Gesundheitswesen
Ubertragen [30, 31]. In Deutschland werden nach der europdischen EARSS-Studie
10-25% aller Infektionen mit S. aureus durch MRSA verursacht [32]. In den USA sind
es Uber 50% und in Japan ca. 70% aller S. aureus-Infektionen. Die meisten der
Patienten, die eine MRSA-Infektion erleiden, sind vor dem Krankenhausaufenthalt
bereits mit MRSA besiedelt, was das Problem einer unbemerkten Kolonisation von
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Patienten oder dem Krankenhauspersonal verdeutlicht [33, 34]. Eine dauerhafte
Besiedlung der Haut mit S. aureus weisen ca. 30% aller Menschen auf. Die
Pradilektionsstellen fir eine Kolonisation sind das Vestibulum nasi als Hauptreservoir.
Als weitere Epitope kénnen von dort aus die Hande, die Axilla, die Perinealregion und
der Rachen besiedelt werden [33, 35]. Durch eine MRSA-Kolonisierung der
Nasenschleimhaut steigt bei Patienten das Risiko eine MRSA-Infektion wahrend
eines Krankenhausaufenthalts zu erleiden um bis zu 25% [36]. MRSA st
widerstandsféhig gegen auBere Einflisse. Der Keim ist weitgehend resistent gegen
Austrocknung und besitzt eine hohe pH-Toleranz. An hydrophoben Oberflachen wie
Plastikmaterialien und Edelstahllegierungen kann MRSA adhérieren. Dies hat zur
Folge, dass es zu Katheter- und Shunt-Infektionen und zu Infektionen bei
Gelenkersatz kommen kann [35]. Oberflichen in Krankenhdusern sind
Keimreservoire, von denen sich die Pathogene ausbreiten kdnnen [37, 38]. Bei
Angestellten im Gesundheitswesen sind die Hande durch den Kontakt mit
kolonisierten Patienten, kontaminierten Flachen oder Medizinprodukten am
h&ufigsten kolonisiert. Dadurch ergeben sich viele schwierig zu kontrollierende
Ubertragungswege [39, 40]. Einige dieser Keime, wie Methicillin-sensible S. aureus
(MSSA) und MRSA, haben Eigenschaften, die sie befahigen, lange Zeit auf diesen
Oberflachen zu Uberleben und ihnen so ein langanhaltendes Infektionspotential
verleihen. MRSA kann nach Huang et al. bis zu elf Tage auf Plastiktischen und bis zu
neun Tage auf einem Stoffvorhang Uberleben [41-43]. Eine Infektion oder eine Sepsis
mit MRSA flhrt im Vergleich mit MSSA bedingten Infektionen zu einer signifikant
héheren Morbiditat und Mortalitéat. So ist der Risikofaktor an einer MRSA-Sepsis zu
versterben im Vergleich zu einer MSSA-Sepsis etwa um das Zweifache erhéht (odds
ratio 1,93). Dies ist unter anderem bedingt durch die verzégerte Einleitung einer
kurativen Antibiotikatherapie [21, 44, 45].
Die Dekolonisation von MRSA-infizierten Patienten gestaltet sich bisher schwierig
und erbringt nicht immer den gewlnschten Erfolg. Das Standard-
Dekolonisationsregime dauert finf Tage und besteht aus den Schritten zweimal pro
Tag Auftragen einer Mupirocinsalbe auf die kolonisierte Stelle, dreimal pro Tag eine
Mundspllung mit einer Chlorhexidinlésung und einer taglichen Ganzkérperwasche
mit 4%igem Chlorhexidin (Abb. 3) [46]. Mattner et al. konnten in einer Studie zeigen,
6
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dass die Halfte des Abstrichmaterials aller mit MRSA besiedelten Patienten nach
einiger Zeit (gesamte Halbwertszeit der MRSA-Persistenz: 549 Tage) noch positiv
war [47, 48]. Eine spontane Dekolonisation der infizierten Patienten ist in

Ausnahmefallen beobachtet worden.
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Abb. 3: Darstellung der Anzahl der benétigten Dekolonisationsschritte fir eine effektive
MRSA-Eradikation; gesamt (durchgéngige Linie) und nach der Anzahl an kolonisierten
Kdrperstellen durch MRSA (P = 0,004) (gestrichelte Linien) [46]

Ein Reserveantibiotikum gegen MRSA ist Vancomycin. In Japan wurde 1996 Uber
das erste klinische Isolat eines MRSA-Stammes mit reduzierter Empfindlichkeit
gegen Vancomycin (Vancomycin intermediate S. aureus, VISA) berichtet [49].
Nosokomiale Infektionen (NI) ausgelést durch VISA traten in den USA und in
Frankreich auf [50-52]. In den USA wurden von 2002 bis 2006 insgesamt sieben Félle
einer Infektion mit Vancomycin-resistenten S. aureus (VRSA) dokumentiert [53]. Ein

wichtiges Reservepraparat gegen MRSA-Infektionen st Linezolid und eine
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Linezolidresistenz bei S. aureus ist weltweit noch selten. Die Resistenzwerte von S.
aureus-Isolaten im Jahr 2011 lagen bei 0,1% [26]. Im Jahr 2007 wurde in
Deutschland eine erste sekundére Linezolidresistenz bei einem Patienten mit einer
Beatmungspneumonie nach einer dreiwdchigen Therapie mit Linezolid beschrieben
[54]. Ein weiteres multiresistentes S. aureus-Isolat wurde 2009 sequenziert, das eine
Resistenz gegen Linezolid aufwies und nur auf Glykopeptide, Daptomycin und
Tigezyklin empfindlich war [55].

Problematisch ist, dass ein MRSA-Isolat Parallelresistenzen gegen mehrere
verschiedene Antibiotikaklassen besitzen kann (Abb. 4). Bei diesen MRE ist es

entscheidend, eine Weiterverbreitung zu unterbinden [54].

Ciprofloxacin 93,8

Gentamicin
Erythromycin
Clindamycin

Doxycyclin

Co-trimoxazol
Rifampicin

Fusidinsaure

Vancomycin |0

Teicoplanin | 0,22

0 20 40 60 80 100
Haufigkeit der Parallelresistenzen bei MRSA [%)]

Abb. 4: Darstellung der Haufigkeit der Parallelresistenzen gegen mehrere Antibiotika bei
MRSA (2007) [modifiziert nach [25]].
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Bei einem Vergleich der MRSA-Last in Europa liegt Deutschland im Mittelfeld,
wohingegen skandinavische La&nder und die Niederlande stabil niedrige Werte
aufweisen kdnnen [13, 26] (Tabelle 1). Diese sind unter anderem durch ein
konsequentes Eingreifen nach dem Prinzip ,search and destroy” in Krankenhausern

bei kolonisierten Patienten zu erklaren [21].

Methicillin
Country
Number of Isolates tested % MRSA (95%Cl)
Denmark 1362 1,3 (1-2)
Estonia 145 0,7 (0-4)
Finnland 1094 2,3 (1-3)
France 4859 21,6 (20-23)
Germany 1980 20,9 (19-23)
Netherlands 1564 1,2 (1-2)
Norway 1047 0,6 (0-1)
Sweden 2856 0,5 (0-1)
United Kingdom 2684 21,6 (20-30)

Tabelle 1: Anzahl und Anteil der invasiven S. aureus-lsolaten, die gegenlber Methicillin
(MRSA) resistent sind, einschlieBlich der Konfidenzintervalle (95% CI), Landerauswahl
Europa 2010 [modifiziert nach [26]]

Bei der Ursachenforschung fir den MRSA-Anstieg in deutschen Krankenhusern
finden sich eine fehlende Durchfiihrung eines aktiven Screenings kolonisierter
Patienten, eine insuffiziente Isolierung dieser und Malcompliance des Klinikpersonals
bei der Handedesinfektion [35]. Eine bedeutende Tatsache ist, dass eine effiziente
Einddmmung der MRSA-Verbreitung und -Infektionen auf Intensivstationen nicht
allein durch Handedesinfektion zu erreichen ist (Abb. 5) [21], [56].
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Alkohol/Chlorhexidin-Verbrauch Anzahl der MRSA-Isolate
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Abb. 5: Darstellung des Zusammenhangs zwischen Desinfektionsmittelverbrauch
(Alkohol/Chlorhexidin) (A) und Entwicklung der MRSA-Kolonisierung bei Patienten (B) vor (o)
und nach (A) einer Hygieneschulung des Personals Uber Handedesinfektion. Fir jeden
Zeitraum sind Kurven eingezeichnet [modifiziert nach [57]]

Der Effekt einer Erh6hung des Desinfektionsmittelverbrauchs (alcohol/chlorhexidine
hand hygiene solution, ACHRS) zur Handehygiene (Abb. 5 A) auf die mit MRSA-
kolonisierten Patienten bei Entlassung (Abb. 5 B) vor und nach einer Schulung des
Klinikpersonals ist in Abb. 5 dargestellt. Trotz eines deutlichen Anstiegs des
Alkohol/Chlorhexidin-Verbrauchs von 16,5 auf 91,8 1/1000-Patienten-Bettentage
konnte keine effiziente Minderung des Auftretens von MRSA-Isolaten in der Klinik
festgestellt werden und die Rate an MRSA-Isolaten pro 100 entlassene Patienten
bewegte sich zwischen 28% und 58% [57].
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1.3 Nosokomiale Infektionen
Nosokomiale Infektionen (NI) stellen weltweit ein Problem fir Krankenhauser dar und
sie behindern den Erfolg medizinischer MaBnahmen [58]. In den meisten Fallen wird
eine NI durch eine endogene Infektion durch die kérpereigene Bakterienflora
verursacht. Kérperfremde Erreger erzeugen in 15-30% der Falle eine exogene NI.
Der Haupttbertragungsweg dabei ist der direkte Kontakt der Patienten mit Handen
des Personals oder verunreinigten Gegenstanden in Kliniken [21].
Um krankenhausweit gleiche Surveillance-Methoden zur Uberwachung der NI zu
schaffen, wurde 1996 durch das Nationale Referenzzentrum (NRZ) das
Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System (KISS) ins Leben gerufen [59]. Bei
insgesamt 17,5 Millionen stationdren Krankenhausaufenthalten im Jahr 2008 in
Deutschland wurden basierend auf Hochrechnungen des KISS ca. 28000 priméare
(nosokomiale) Septikdmien, ca. 126000 katheterassoziierte Harnwegsinfekte, ca.
225000 postoperative Wundinfektionen und ca. 80000 Infektionen der unteren
Atemwege verzeichnet [17]. KISS konnte zeigen, dass Intensivstationen mit ca.
57900 NI die héchsten Zahlen vorweisen.
Der haufigste Erreger dabei ist MRSA. Die Anzahl an Infektionen durch andere MRE,
wie VRE und ESBL-Keime, steigt jedoch [60]. Die erhdéhten Werte auf
Intensivstationen kénnen unter anderem durch die Multimorbiditdt der
Intensivpatienten erklart werden. Das Infektionsrisiko der Intensivpatienten ist funf-
bis zehnfach hoher als das der Patienten auf Normalstationen. Dabei sind
Risikofaktoren wie das Alter der Patienten, eine chronische Erkrankung wie Diabetes
mellitus, Dialysepflichtigkeit, eine bestehende Antibiotikatherapie und der
Schweregrad der Grunderkrankung Ursachen fir eine erhdhte Anfalligkeit der
Patienten. Das Risiko sich mit einem nosokomialen Keim zu infizieren ist zudem
héher bei Patienten mit gravierenden Hautlasionen durch Brandverletzungen oder bei
anderen erlittenen Traumata. Es ist assoziiert mit dem Einbringen von Fremdkdrpern,
wie einem Tracheostoma, einem zentralen Venenkatheter, Drainagen, einem
Harnwegskatheter und chirurgischen Eingriffen. Daneben stehen NI im
Zusammenhang mit therapeutischen MaBnahmen wie Immunsuppression oder einer
fehlenden oder falschen Antibiotikaprophylaxe [22, 61]. Infektionen mit MRE und
damit einhergehende NI erhéhen die Morbiditat, Mortalitat, die Kosten der
11
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Behandlung, die Hospitalisierungsraten und verlangern den Krankenhausaufenthalt
von Patienten [3, 62-64], [27, 45]. Die erhdhten Kostenfaktoren entstehen durch
zusétzliche diagnostische und therapeutische MaBnahmen [59], wie der Therapie mit
teuren Reserveantibiotika und den notwendigen HygienemaBnahmen [65-68]. Durch
postoperative Wundinfektionen allein kommt es in deutschen Krankenhdusern zu ca.
1 Million Aufenthalten zusatzlich pro Jahr [69].

Die effizienteste Methode zur Vermeidung von NI ist die Handedesinfektion [70-72].
Die niedrigen Complianceraten des Klinikpersonals sind trotz der allgemeinen
Akzeptanz des Stellenwerts der Handedesinfektion das Hauptproblem [40, 73-75]. In
Anbetracht des wachsenden Problems der weltweit steigenden Antibiotikaresistenzen
ist die Sicherstellung der Compliance bei Krankenhausmitarbeitern essentiell [58, 76].
ZielfUhrend kdnnen bei der Eindammung der Infektionen die Infektionskontrolle durch
die Identifizierung des Problems, das Verstehen der Mechanismen zur
Resistenzentwicklung und der Einsatz einer adaquaten Therapie sein [20].

1.4 Photodynamische Inaktivierung von Bakterien

Eine wiederentdeckte, altbekannte Methode Bakterien zu téten, ist die
photodynamische Inaktivierung von Bakterien (PIB). Das Prinzip der Phototoxizitat
wurde erstmals 1900 von Oskar Raab beschrieben. Paramecium caudatum,
behandelt mit dem Farbstoff Acridinhydrochlorid, starb unter der Einwirkung einer
bestimmten Lichtintensitat ab [77]. Raabs Doktorvater Hermann von Tappeiner flhrte
1903 mit einem eosinhaltigen Farbstoff und Licht erste Phototoxizitatsversuche zur
Behandlung von Krebs, Tuberkulose und Syphilis auf der Haut des Menschen durch,
obwohl der genaue Wirkmechanismus der Therapie noch nicht bekannt war [78]. Erst
1904 gelang von Tappeiner dies, indem er die Toxizitadt des Prozesses nicht auf die
einwirkende Hitzeentwicklung zurickfihrte, sondern in Zusammenhang mit
Sauerstoff brachte und den Begriff der photodynamischen Reaktion pragte [79]. Um
das Jahr 1905 wurde erstmals die Toxizitdt von Eosin in Verbindung mit Licht gegen
das pathogene Bakterium Streptococcus pyogenes beschrieben [80]. Als Option bei
verschiedenen Krankheiten ist dieses Verfahren als photodynamische Therapie
(PDT) indiziert [81]. Die PDT findet Verwendung bei Behandlungen von Tumoren der

Lunge [82], des Gastrointestinaltraktes, wie Erkrankungen des Osophagus [83, 84],
12
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von Tumoren der Blase [85], der Prostata [86] und bei der Therapie von malignen
Neoplasien der Haut [87], wie Basalzellkarzinomen [88] und Aktinischen Keratosen
[89].

Bei der PDT wird die Kombination aus sichtbarem Licht, Sauerstoff und
Photosensibilisatoren (PS) genutzt, um eine phototoxische Reaktion auszulésen [90].
Die PS werden durch Licht einer bestimmten Wellenldnge, die ihrem
Absorptionsmaximum entspricht, angeregt [91]. Die Energie kann der PS als Warme
oder Fluoreszenz abgeben oder er relaxiert Uber einen angeregten Triplett (T+1)-
Zustand wieder zurlck in den Grundzustand. Unter aeroben Bedingungen folgen
zwei konkurrierende photooxidative Prozesse, bei denen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) entstehen, die die Phototoxizitat induzieren [90-94]. Bei der Typ-l-Reaktion
wird ein Elekiron oder ein Wasserstoffatom auf Sauerstoff Ubertragen und es
entstehen ROS wie Superperoxidanionen, Peroxidradikale oder Hydroxylradikale
[91]. Wenn die Energie direkt von dem PS auf molekularen Sauerstoff Ubertragen
wird, spricht man von einer Typ-ll-Reaktion. Dabei entsteht der hochreaktive
Singulett-Sauerstoff ('0,) [93-96]. Ob ROS, Singulett-Sauerstoff oder beide
Reaktionsprodukte fir die PIB verantwortlich sind, ist noch nicht ganzlich geklart.
Aktuell geht man davon aus, dass die Typ-ll-Reaktion und die damit einhergehende
Singulett-Sauerstoff-Generierung bei der PIB in Suspension die entscheidende Rolle
spielt [95]. Ob eine zusatzliche phototoxische Wirkung bei der PIB durch Radikale
erzeugt wird, kann nicht ausgeschlossen werden und ist unter anderem abhangig von
der chemischen Struktur des PS.

Wegen seiner kurzen Halbwertszeit von 40 ns und der dadurch bedingten
Diffusionsreichweite von 200 nm in Suspension kann Singulett-Sauerstoff nur in
seiner direkten Nachbarschaft weitere oxidative Reaktionen initiieren [97]. Dort
kommt es anschlieBend zur Photooxidation von Biomolekilen [94, 98-100]. Bei der
PIB in Suspension muss der PS nahe an die Zielstrukturen gelangen, entweder in
das Bakterium oder an seine Zytoplasmamembran, bevor der entstehende Singulett-
Sauerstoff effektiv seine Wirkung entfalten kann [93, 95, 101]. Wirksame PS sind
synthetische Nicht-Porphyrinderivate aus der Gruppe der Phenothiazine wie
Methylenblau oder Toluidinblau und makrozyklische Molekile mit einer
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Tetrapyrrolringstruktur wie Phthalocyanine oder Porphyrine. Ebenfalls phototoxisch
wirksam sind natlrlich vorkommende PS, wie Psoralene und Perylenquinoide [95].
Viele PS zeigen bei Gram(+) und Gram(-) Bakterien einen phototoxischen Effekt.
Dieser ist bei Gram(-) Bakterien jedoch oft geringer [102-107]. Der Unterschied in der
Effektivitat liegt an dem unterschiedlichen Aufbau der Bakterienzellwand [6]. Gram(+)
Bakterien haben eine dicke auBere Zellwand, die vorwiegend aus Peptidoglykanen
aufgebaut ist, in die Teichonsauren und Proteine eingebettet sind. Gram(-) Bakterien
besitzen neben einer dinnen Peptidoglykanschicht eine &auBere bilaminare
Lipidmembran als zusatzlichen Permeabilitatsschutz [108]. Dieser wirkt unter
anderem gegen die Antibiotikaklasse der Glykopeptide und verhindert die Penetration
in die Bakterienzelle. Zwischen den beiden Schichten befindet sich der
periplasmatische Raum. Die &auBere Lipidmembran enthalt an ihrer AuBenseite
negativ geladene Lipopolysaccharide (LPS) und Porinkanale. Dementsprechend
kébnnen neutrale oder negativ geladene PS an der auBeren Membran der Gram(-)
Bakterien nicht effektiv andocken oder diese durchdringen [92, 95]. Eine
ausreichende Singulett-Sauerstoff-Konzentration zur irreversiblen Schadigung der
Bakterien kann nicht erreicht werden [94].

Gegen Gram(-) Bakterien sind vor allem kationische PS wirksam [109-111]. Durch die
positive Ladung kénnen diese PS eine ionische Bindung zu den negativ geladenen
LPS herstellen. Denkbar ist daneben ein selbstinduzierter Aufnahmeweg der positiv
geladenen PS in das Bakterium, in dem diese PS anstelle von Kationen wie Calcium
oder Magnesium an die Zellwand andocken. Beide Mechanismen fihren zur
Desorganisation der Zellwand, wodurch ihre Permeabilitét steigt und mehr PS in die
Zelle gelangen kénnen [108, 112]. Aufgrund der lipophilen Eigenschaften der PS
akkumulieren diese innerhalb oder auBerhalb der Bakterienzellmembran. Je héher
dort die PS-Konzentration ist, desto wirksamer kann bei der Bestrahlung ein
irreversibler Schaden induziert werden [94, 105]. Singulett-Sauerstoff schadigt die
Lipide oder Proteine der Zytoplasmamembran. Dabei entstehen Lipidperoxide, die
durch Schadigung der Membran die funktionelle Beeintrachtigung der Zelle weiter
fortschreiten lassen [95]. Reddi et al. stellten fest, dass die Toxizitat von Singulett-
Sauverstoff gegen Gram(-) Bakterien durch die Verschlechterung der
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Transportfunktion der zytoplasmatischen Membran und durch die Minderung der
enzymatischen Funktion bedingt ist [113].

Gram(+) Bakterien werden bei Bestrahlung effektiv von neutralen, anionischen oder
kationischen PS eliminiert [111]. Um die Effektivitat der PS gegen Gram(-) Bakterien
zu steigern und ihre Konzentration an den Angriffszielen zu erhdhen, kénnen die
Bakterien mit EDTA oder Polymyxin B [111] vorbehandelt werden. Die Zusatze
machen die &duBere Bakterienwand durchlassiger [92], indem sie die Ordnung ihrer
Bestandteile stéren [114]. Fir eine erfolgreiche medizinische Anwendung muissen
von den PS weitere Eigenschaften erflllt werden. Die PS sollten eine minimale
Dunkeltoxizitdt haben, rasch aus dem menschlichen Organismus ausgeschieden
werden und ihre Absorptionsmaxima sollten in dem Bereich von 600 - 800 nm liegen,
da dort die Eindringtiefe in lebendes Gewebe am gréBten ist [115].

Es wurden viele Ansatze verfolgt, um die Ubertragung von Erregern und daraus
resultierende Infektionen durch effiziente Handedesinfektion zu unterbinden. Es
wurde unter anderem der Einsatz von Hygienefachkraften beschlossen, die die
Surveillance in Kliniken durchfihren sollten. Die Surveillance beinhaltet die
Vermittlung kostensparender Infektionspravention mit Leistungsfeedback an das
Klinikpersonal und Interventionen, beispielsweise Qualitatszirkel auf den Stationen
[59]. Durch die WHO wurden Aktionen zur Pravention von NI eingefihrt, wie der
Jnternationale Tag der Handehygiene® unter dem Motto ,Save Lives: Clean Your
Hands". In Deutschland wurde im Januar 2008 die ,Aktion Saubere Hande*, bei der
sich mittlerweile 522 Krankenhduser beteiligen, gestartet. Zur Verbesserung der
Handehygiene wurde ein Zusammenschluss der deutschen Gesellschaft fur
Krankenhaushygiene (DGKH), des Berufsverbandes der deutschen Chirurgen (BDC)
und des Berufsverbandes der deutschen Hygieniker (BDH) unter dem Motto
,Patientenschutz durch Hygiene* gegriindet [58]. Zur Uberwachung der Compliance
der Angestellten im Gesundheitswesen wurde auf Stationen unter anderem der
Verbrauch von Handedesinfektionsmitteln gemessen [76].
Ein optimaler Weg zur Infektionsprévention konnte in den Programmen nicht
entwickelt werden. Bei Korczak et al. konnte gezeigt werden, dass die Hygieneziele
nicht mit den vorhandenen Ressourcen allein erreicht werden kénnen, sondern mehr
15
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Hygienepersonal, Klinikhygieniker und Training des Klinikpersonals benétigt werden,
um die Compliance zu verbessern und die Anwendung von Antibiotika zu optimieren
[116].

Die PIB ist eine vielversprechende Methode, um die entstehende Liicke zwischen der
Entwicklung neuer Antibiotika und Resistenzentstehung zu schlieBen und kann,
angewendet auf inerten Oberflachen, in der Zukunft méglicherweise einen Beitrag zur
Verhinderung der Ausbreitung von MRE und zur Verbesserung der

Infektionsproblematik in deutschen Krankenhdusern leisten.
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2 Fragestellung

Die erfolgreiche Anwendung der photodynamischen Inaktivierung von Bakterien (PIB)
in  Suspension ist bekannt. In der vorliegenden Doktorarbeit wurde eine
photodynamisch aktive Oberflache bestehend aus einem Cellulose-Acetat-Aceton-
Gemisch und einem PS hergestellt, um eine selbstdesinfizierende Oberflache zu
erhalten. Das Prinzip der PIB wurde auf dieser inerten Kunststoffoberflache mit
eingearbeiteten Photosensibilisatoren (PS) gegeniber Bakterien untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde zur Verdeutlichung des Prinzips der PIB die
Wirksamkeit des Referenzfarbstoffs TMPyP, der sich bereits als wirksam gegen
Gram(+) Bakterien erwiesen hat, als PS gegen S. aureus in Suspension Uberpruft.
Ziele des zweiten Teils der Arbeit waren die Herstellung der Kunststoffoberflache aus
Cellulose-Acetat (CA-)-Pulver und Aceton nach der Forschungsgruppe von Valérie
Decraene et al. und die Uberpriifung der PIB auf einer inerten photodynamisch
aktiven Oberflache [117, 118]. Bei der Fertigung der CA-Oberflachen wurden
anschlieBend hydrophile und lipophile PS aus der Gruppe der Porphyrine,
Phenothiazine und Perinaphthenone eingearbeitet, um diese auf ihre phototoxische
Wirkung gegenliber S. aureus zu untersuchen.

Zunachst wurden in den CA-Oberflachen die PS spektroskopisch untersucht, wie sich
ihre Absorptionsspektren im Vergleich zu den PS in Lésung verhalten und ob sich PS
aus den Kunststoffplatten in Aqua dest. als Losungsmittel herauslésen. AnschlieBend
erfolgten Singulett-Sauerstoff-Messungen mit den CA-Oberflachen.

Bei den Phototoxizitatsversuchen mit S. aureus wurden die CA-Oberflachen mit PS
getestet, mit denen stabile CA-Oberflachen hergestellt werden konnten. Bei den
Versuchen wurden die CA-Oberflachen mit den eingearbeiteten PS unter
verschiedenen Bedingungen, die Farbstoffkonzentrationen, Bestrahlungsintensitaten
und Bestrahlungszeiten betreffend, untersucht, um die effektivste Methode, die zur
Inaktivierung der Bakterien fihrt, zu etablieren.
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3.1 Bakterienstamm

Staphylococcus aureus ATCC 25923 von DSMZ, der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig-Strain DSM. S. aureus ist
ein Gram(+) Bakterium, ubiquitar vorhanden und ein Leitkeim fir NI.

3.2 Bakterienkulturmedien

3.2.1 Miiller-Hinton-Bouillon

Von der Firma Oxoid (Wesel, Deutschland), Inhalt: 2,0 gr/l Rindfleisch, getrocknete
Infusion aus 300 gr, 17,5 gr/l Caseinhydrolysat, 1,5 gr/l Starke, pH: 7,4 £ 0,2

3.2.2 Miiller-Hinton-Agar

Von der Firma Oxoid (Wesel, Deutschland), Inhalt: siehe Mdller-Hinton-Bouillon,
zusétzlich mit 13 gr/l Agar-Agar versetzt

3.3 Photosensibilisatoren
3.3.1 Porphyrine

3.3.1.1 TMPyP

Der Photosensibilisator TMPyP meso-5, 10, 15, 20-Tetrakis(1-methyl-4-pyridino)-
21H, 23H-porphin wurde von Sigma-Aldrich®Chemistry (Taufkirchen, Deutschland)
mit einer Reinheit von 299% bezogen. Dieser PS hat sich in verschiedenen Studien
als wirksam erwiesen [119, 120] und wurde in der vorliegenden Arbeit als
Referenzfarbstoff eingesetzt. Die Summenformel ist C72HgsNsO12S4 (Abb. 6 A). Das
Molekulargewicht (MW) betragt 1363,63 gr/mol und das Absorptionsmaximum, die
Soret-Bande, liegt bei 421 nm (Abb. 7 A). Der Farbstoff ist ldslich in Wasser,
Methanol und Ethanol.

3.3.1.2 TPP

TPP (meso-5, 10, 15, 20-Tetraphenylporphyrin) ist ein von Frontier Scientific
bezogener Farbstoff aus der Gruppe der Porphyrine mit der Summenformel C44H3oN4
(Abb. 6 B). Das Absorptionsmaximum, die Soret-Bande, liegt bei einer Absorption
von 99,98 % zwischen 416,5 nm und 425 nm (Abb. 7 B). Das MW betragt 614,74
gr/mol. TPP ist ein hydrophober Farbstoff und Iéslich in Benzol und Toluol.
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Abb. 6: Darstellung der Strukturformeln von TMPyP (A) und TPP (B) aus der Gruppe der
Porphyrine.
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Abb. 7: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspekiren von TMPyP in Aqua dest. (A)
und TPP in Benzol (B) (je 10uM). Das Absorptionsprofil beider PS ist flir Porphyrine
charakteristisch und besteht aus der Soret-Bande im Bereich zwischen 390 - 425 nm und den
bis zu vier Q-Banden im sichtbaren Wellenlangenbereich von 480 - 700 nm.
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3.3.2 Phenothiazine

3.3.2.1 Methylenblau

Methylenblau (MB) wurde von der Firma Sigma—AIdrich®Chemistry (Steinheim,
Deutschland) mit einer Reinheit von >97% bezogen. MB ist ein hydrophiler Farbstoff
mit einem MW von 373,90 gr/mol und einem Absorptionsmaximum bei 663,5 nm
(Abb. 9 A). Die Summenformel ist C16H1sCIN3S-3H.O (Abb. 8 A).

3.3.2.2 Toluidinblau O

Toluidinblau O (TBO) wurde von der Firma TCI Europe (Zwijindrecht, Belgien)
bezogen. Die Strukturformel ist C15sH1¢CIN3S (Abb. 8 B), das MW 305,83 gr/mol und
das Absorptionsmaximum liegt bei 625,5 nm (Abb. 9 B). Die Léslichkeit von TBO ist

gut in Wasser.
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C C /N S NH,,
H ~ NS H Cl_
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CHs ClI= CH;
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Abb. 8: Darstellung der Strukturformeln von MB (A) und TBO (B). MB und TBO sind hetero-
tri-zyklische Phenothiazine mit positiver Ladung [121, 122].
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Abb. 9: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren von MB (A) und TBO (B) in
Aqua dest. (30 uM fir MB und 25 pM fir TBO)
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3.3.2.3 MB-S1

Das Phenothiaziniumsalz MB-S1 wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fur
organische Chemie der Universitat Regensburg (Prof. Dr. B. Kénig) von Dr. rer. nat.
A. Spath hergestellt. Der lipophile Farbstoff hat die Summenformel CzgHsoNsSI (Abb.
10 A) und das MW betragt 559,47 gr/mol. Das Absorptionsmaximum liegt bei 799,5
nm (Abb. 11 A). MB-S1 ist I6slich in DMSO, DCM, Aceton und Chloroform.

3.3.2.4 MB-S2

Dieses lipophile MB-Derivat wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl far
organische Chemie der Universitat Regensburg (Prof. Dr. B. Kénig) von Dr. rer. nat.
A. Spath synthetisiert. Das Phenothiaziniumsalz hat die Summenformel CasH22N3Sl
(Abb. 10 B) und ein MW von 535,45 gr/mol. Das Absorptionsmaximum liegt bei 656,5
nm (Abb. 11 B). MB-S2 ist I6slich in DMSO, DCM, Aceton und Chloroform.

3.3.2.5 MB-S3

Das Phenothiaziniumsalz MB-S3 wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir
organische Chemie der Universitat Regensburg (Prof. Dr. B. Kénig) von Dr. rer. nat.
A. Spath hergestellt. Das MW des MB-Derivats mit der Summenformel CsgHzoN3SI
(Abb. 10 C) betragt 687,65 gr/mol und die Absorptionsmaxima liegen bei 321,5 nm
und 616,5 nm (Abb. 11 C). MB-S3 ist in DMSO, DCM, Aceton und Chloroform Iéslich.
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Abb. 10: Darstellung der Strukturformeln von MB-S1 (A), MB-S2 (B), MB-S3 (C)
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Abb. 11: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der Farbstoffe MB-S1 in DMSO
(A), MB-S2 in Aceton (B), MB-S3 in DMSO (C) (je 25 pM)
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3.3.3 Perinaphthenonchlorid

Perinaphthenonchlorid (PN-CI) wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir
organische Chemie der Universitat Regensburg (Prof. Dr. B. Kénig) von Dr. rer. nat.
A. Spéth synthetisiert. Perinaphthenon, die Ausgangssubstanz des lipophilen PN-Cls,
ist als Photosensibilisator fiir eine suffiziente Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute
@, bekannt [123]. Das Absorptionsmaximum von PN-CI mit der Summenformel
C14H9OCI (Abb. 12) und dem MW von 228,67 gr/mol liegt im UV-Bereich bei 387 nm
(Abb. 13). PN-Cl ist in DMSO, DCM, Aceton, Chloroform und Methanol 16slich.

oo

Abb. 12: Darstellung der Strukturformeln von dem aromatischen Keton PN-CI
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Abb. 13: Exemplarische Darstellung des Absorptionsspektrums von PN-Cl in Benzol (25 pM)
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3.4 Chemikalien und L6sungsmittel
3.4.1 Cellulose-Acetat-Pulver

Der thermoplastische Kunststoff Cellulose-Acetat (CA) bezogen von der Firma
Sigma—AIdrich®Chemie GmbH (Steinheim, Germany) wird aus Cellulose und
Acetylsaure hergestellt und ist in Aceton I6slich.

3.4.2 Aceton

Aceton zur Analyse wurde mit der Reinheit 299,8% von der Firma Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland) bezogen (Strukturformel CH;COCH3;, MW 58,07 gr/mol, 1l
= 0,79 kg).

3.4.3 Benzol

Benzol zur Analyse wurde mit der Reinheit 299,7% von der Firma Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland) bezogen (Strukturformel CgHg, MW 58,07 gr/mol, 11 = 0,88
kg).

3.4.4 Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSQO) getrocknet zur Analyse (max. 0,05 % H.O) wurde mit der

Reinheit 299,5% von der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) bezogen
(Strukturformel CoHsOS MW 78,13 gr/mol, 11 = 1,10 kQ).
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3.5 Technische Gerate und Hilfsmittel
3.5.1 Lichtquellen

3.5.1.1 Lampe UV 236

Lampe UV 236 (Aem 380 - 480 nm) von der Firma Waldmann Medizintechnik
(Villingen-Schwenningen, Deutschland), Leistung 15,3 mW/cm? Emissionsmaximum

bei 422 nm (Abb. 14).
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Abb. 14: Emissionsspekirum der Lampe UV 236 (Aem 380 - 480 nm)

3.5.1.2 OmniCure®Series 2000

OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm) von der Firma Photonic Solutions Inc.
(Friedelsheim, Deutschland), Emissionsmaxima bei 405 nm und 436 nm (Abb. 15).
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Abb. 15: Emissionsspekirum der Lampe OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm)
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3.5.1.3 Teclas Source

Teclas Source PTL-Penta (Aem 550 — 750 nm) mit dem Filter 2 (Sorengo, Schweiz),
Emissionsmaximum bei 650 nm (Abb. 16).
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Abb. 16: Emissionsspektrum der Lampe Teclas Source, Filter 2 (Aem 550 — 750 nm)

3.5.2 Laser und Detektionssystem

Nd:YAG-Laser von der Firma Photon Energy AWL GmbH (Ottensoos, Deutschland),
Pulsdauer 60 ns mit 2 kHz Wiederholungsrate, Emission zweier separater Strahlen
der Wellenlangen 355 nm oder 532 nm, variable Leistungskapazitat zwischen 0 — 100
mW (verwendet: Wellenlange 532 nm, Leistung 50 mW)

Photomultiplier (PMT, Infrarotdetektor) R5509-42, geklhlt auf 77 °K mit Stickstoff
infrarotsensitiv von der Firma Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH (Herrsching,
Deutschland)

3.5.3 Zentrifugen

Megafuge 10 von der Firma Heraeus Sepatech (Hanau, Deutschland)
Tischzentrifuge 5415 R von der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Zentrifuge Biofuge Stratos von der Firma Heraeus (NUrnberg, Deutschland)

3.5.4 Spektralphotometer
Spektralphotometer DU®640 von der Firma Beckman (Fullerton, USA)
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3.5.5 Kiivetten
Acrylklvetten von der Firma Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Prazisionskivetten aus Quarzglas Suprasil, Typ 101-QS S, von der Firma Hellma
(Madllheim, Deutschland)

3.5.6 Waage

Tischwaage Sartorius CP 255D von der Firma Sartorius (Géttingen, Deutschland)
3.5.7 Tischschiittelgerat

Orbitalshaker Certomat®R von der Firma Braun (Niimbrecht, Deutschland)

3.5.8 Sterilbank

Laminaflow Hera safe von der Firma Kendro Laboratory Products (Hanau,
Deutschland)

3.5.9 Thermometer

Fluke 65 Handheld Infrared Thermometer von der Firma Fluke Corporation (Everett,
USA)

27



4  Methoden

4 Methoden

4.1 Bakterienkulturverfahren

Eine bis drei Bakterienkolonien des Bakterienstammes S. aureus wurden steril in 5 ml
Miller-Hinton-Bouillon inokuliert und als Ubernachtkultur in einem Brutschrank auf
einem Horizontalschttler unter aeroben Bedingungen bei 37°C inkubiert. Die Probe
wurde fur 10 Minuten bei 2500 g zentrifugiert. Das Pellet wurde danach in Aqua dest.
resuspendiert bis die Suspension eine optische Dichte von 0,6 bei 600 nm besal,
was annahernd 10° KBE/ml entspricht.

4.2 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten/KBE als Standardmethode

Es wurden serielle 10-fach-Verdiinnungen von 102 bis 10° der S. aureus-
Suspensionen  mit  Hilfe von  96-Well-Mikrotiterplatten  hergestellt.  Pro
Verdiunnungsstufe wurden jeweils 100 ul der Bakteriensuspension auf Maller-Hinton-
Agarplatten ausplattiert und bei 37°C unter aeroben Bedingungen fiir 24 Stunden
kultiviert. AnschlieBend wurden durch manuelles Auszahlen die koloniebildenden
Einheiten (KBE/ml) pro Verdinnungsstufe (Agarplatte) bestimmt.

4.3 Die Miles, Misra & Irwin-Methode

Die Methode nach Miles, Misra & Irwin wurde erstmals im Jahr 1938 beschrieben. Sie
ist eine Methode, um die KBE von Bakterien zu bestimmen [124]. Sie wurde von der
Forschungsgruppe um Hedges et al. 2002 in ihrer Genauigkeit im Vergleich zu der
oben beschriebenen KBE-Standardmethode bestétigt [125].

Bei dieser Methode wurden die Agarplatten in sechs gleichgroBe Bereiche eingeteilt
und sechs Verdinnungsstufen der zuvor hergestellten seriellen 10-fach-
Verdinnungen pro Platte ausplattiert. Somit konnte Material im Vergleich zur oben
beschriebenen KBE-Standardmethode gespart werden. Aus einer
Bakteriensuspension, die nach dem Bakterienkulturverfahren (siehe 4.1) hergestellt
wurde, wurden dreimal 20 pl auf einen Sektor der Agarplatte pipettiert.

Nach einer Ubernachtkultur im Inkubator bei 37°C wurden die KBE pro Sektor gezahlt
und mit dem entsprechenden Verdinnungsfaktor und dem Faktor 1000/60
multipliziert, um die vorhandenen Kolonien auf KBE/ml hochzurechnen.
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4.4 Phototoxizitatstests mit TMPyP und S. aureus in Suspension

Die bendétigten Konzentrationen von TMPyP 2 uM, 20 pM und 200 uM wurden aus
einer TMPyP-Stammldsung der Konzentration 500 uM und Aqua dest. hergestellt.

Je 200 pl der Bakteriensuspension und 200 pl der verschiedenen PS-
Konzentrationen und eine Kontrollprobe der Suspension ohne PS-Zusatz wurden in
ReaktionsgeféaBen je 1 Minute, 5 Minuten oder 10 Minuten bei Raumtemperatur
lichtgeschltzt inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in zwei Durchgangen fir 5
Minuten bei 3000 g =zentrifugiert und mit Aqua dest. gewaschen. Nach dem
abschlieBenden Zentrifugieren far 5 Minuten bei 3000 g wurden die Pellets mit 200 pl
Aqua dest. resuspendiert. Je 100 pl der erhaltenen Suspensionen wurden in zwei 96-
Well-Mikrotiterplatten Gberfihrt, um serielle 10-fach-Verdinnungen fir jede Probe
herzustellen.

Eine Mikrotiterplatte wurde als Dunkelkontrolle bei Raumtemperatur lichtgeschitzt
gelagert. Die andere wurde zur Photosensibilisierung der Bakterien mit der Lampe
OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm) bestrahlt. Die Leistung von 50 mW/cm?
wurde fir 210 Sekunden appliziert, was einer Energie von 10,5 J/cm? entspricht.
Daraufhin wurde die KBE-Standardmethode fiir die Verdiinnungen 102, 10®° und 10”7
der bestrahlten und nicht bestrahlten Bakteriensuspensionen durchgefinhrt.
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4.5 Herstellung der Cellulose-Acetat-Oberflachen
4.5.1 Herstellung der CA-Oberflache

Die CA-Oberflache wurde nach der Forschungsgruppe von Valérie Decraene et al. in
einer Glaspetrischale mit einem Durchmesser von 5 cm mit 360 mg CA-Pulver und 7
ml Aceton zu der Konzentration von 50 mg/ml hergestellt [117]. Das Gemisch in der
abgedeckten Petrischale wurde fir 48 Stunden unter dem Abzug bei
Raumtemperatur (lichtgeschitzt) zum Aushérten gelegt (Abb. 17).

Abb. 17: Darstellung der CA-Oberflache ohne PS: Durchmesser 5 cm, 50 mg/ml CA mit
Aceton.
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4.5.2 Einarbeitung der Photosensibilisatoren in die CA-Oberflache

Zur Einarbeitung der PS wurden bei der Herstellung der CA-Oberflachen die geldsten
PS hinzu pipettiert, um die gewilnschten Konzentrationen der PS in den
Kunststoffplatten von je 250 uM, 100 uM, 50 pM, 25 pM und 10 pM zu erhalten.
TMPyP, MB und TBO wurden in Aqua dest., TPP und PN-CI in Benzol, MB-S1 und
MB-S3 in DMSO und MB-S2 in Aceton geldst.

Um eine gleichmé&Bige Verteilung des jeweiligen PS in der CA-Oberflache zu
gewahrleisten wurden die abgedecktien Glaspetrischalen unter dem Abzug auf einen
Orbitalshaker gestellt, der die Gemische fiir 24 Stunden bewegte. Nach 48 Stunden
waren die Kunststoffplatten im Dunkeln ausgehértet und konnten aus der Petrischale
entnommen werden (Abb. 18).

A B

Abb. 18: Darstellung der CA-Oberflachen mit MB (50 uM) (A) und TPP (250 uM) (B):
Durchmesser 5 cm, 50 mg/ml CA mit Aceton.
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4.6 Spektroskopische Untersuchungen der Cellulose-Acetat-Oberflachen

4.6.1 Spektroskopische Untersuchungen der CA-Oberflachen mit PS

Es wurde mit Hilfe des Spektralphotometers DU®640 im Wellenlangenbereich von
200 - 1000 nm gemessen. Zunachst wurde das Spektralphotometer durch die
Messung der CA-Oberflache ohne PS geeicht. Die Kunststoffplatten wurden in 1,5 cm
breite Scheiben zugeschnitten und diagonal in eine Préazisionsglaskivette gestellt,
sodass der Lichtstrahl des Spektralphotometers im 45°Winkel auf die Oberflache
traf. Die Absorptionsspektren der Farbstoffe TMPyP, MB, TBO, TPP, MB-S2, MB-S3
und PN-CI eingearbeitet in die CA-Oberflachen wurden gemessen. Die erhaltenen
Absorptionsspektren der PS in den Oberflachen wurden mit denen der PS in
Suspension verglichen.

4.6.2 Messungen des Farbstoffaustritts aus der CA-Oberflache

Die spektroskopischen Messungen erfolgten mit dem Spektralphotometer DU®640 im
Wellenlangenbereich von 200 - 1000 nm. Die Eichung und der Versuchsaufbau
erfolgten wie in Kapitel 4.6.1. Die Absorptionsspekiren der Farbstoffe TMPyP, MB,
TBO, TPP, MB-S2, MB-S3 und PN-CI in den CA-Oberflachen wurden detektiert.
AnschlieBend wurden die CA-Oberflachen mit den eingearbeiteten Farbstoffen
einschlieBlich der CA-Oberflache ohne PS in 10 ml Aqua dest. als Ldésungsmittel
gelegt. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur wurde je 1 ml des Aqua dest. in
einer Acrylklvette spektroskopisch auf geléste Farbstoffpartikel untersucht. Darauf
folgte die erneute spekiroskopische Messung der einzelnen PS in den CA-Platten
nach der nochmaligen Eichung des Spektroskops mit der CA-Oberflache ohne PS.
Die Spektren der PS in den CA-Oberflachen wurden vor und nach der Inkubation in
Aqua dest. hinsichtlich einer Abnahme der Maximalabsorption verglichen.

4.6.3 Langzeitbestrahlung der CA-Oberflache ohne und mit TPP

Die CA-Oberflache ohne PS und die mit TPP (250 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10
uM) wurden vor und nach der Bestrahlung mit der Lampe OmniCure®Series 2000
(Aem 390 - 500 nm) spektroskopisch untersucht (Abb. 19). Die applizierte
Gesamtenergie bei einer Leistung von 50 mW/cm? und einer Bestrahlungsdauer von
10 Minuten, 40 Minuten und 100 Minuten betrug jeweils 30 J/cm?, 120 J/cm?und 300
Jicm?. Als Referenzpunkt zur Bestimmung der Abnahme der Absorptionsmaxima
wurden die Absorptionsspekiren der unbestrahlten TPP-CA-Oberflachen mit den
unterschiedlichen Konzentrationen verwendet.
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Lichtleiter

OmniCure®Series

CA-Oberfliche mit
TPP (25 uM)

Abb. 19: Darstellung des Versuchsaufbaus zur Bestrahlung der CA-Oberflachen: Zur
Bestrahlung wurden die Kunststoffoberflachen in eine Glaspetrischale gelegt. Die
Glaspetrischale war mit einem Stativ fixiert, sodass der Lichtstrahl der Lampe
OmniCure®Series 2000 immer auf den Mittelpunkt der CA-Oberflache positioniert war. Diese
Versuchsvorrichtung wurde ebenfalls fir die Lampe Teclas Source, Filter 2 eingesetzt.

Abb. 20: Darstellung der Bestrahlung der CA-Oberflache mit TPP (25 uM) (A) und Aufnahme
der CA-Oberflache mit TPP (25 uM) (B) mit einem Kantenfilter, der den blauen und gelben
Spektralbereich abschneidet und somit das Emissionsspektrum von TPP zeigt; Lampe:
OmniCure®Series 2000 mit 50 mW/cm?
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4.7 Singulett-Sauerstoff-Messung an CA-Oberflachen mit PS

Die Singulett-Sauerstoff-Messungen der CA-Oberflachen erfolgten in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Baumler (Klinik und Poliklinik fir Dermatologie,
Universitatsklinikum Regensburg) und wurden von Dr. rer. physiol. A. Felgentrager
durchgefiihrt. Die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz  wurde direkt zeit- und
spektralaufgelést im nahinfraroten Bereich (1270 nm) detektiert, indem die PS MB,
TPP und TMPyP eingearbeitet in die CA-Oberflachen, mit gepulsten Lasern bestrahlt
wurden. Hierbei wurde das Prinzip der zeitkorrelierten Einzelphoton-Zahlungen
(single photon counting) verwendet (Abb. 21) [126]. Mit dieser Methode kann die
Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit t,, die Deaktivierungszeit des Triplett (T+) -Zustands
des PS 7, und die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute®,, die die Effektivitat der
Singulett-Sauerstoff-Generierung anzeigt, bestimmt werden.

B

Verstiirker

PMT
77°K
single photon counts I?I
I Kiihleinheit
[
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. L trahl :
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Strahlteiler Probe fixiertin

Metallhalterung

Abb. 21: Versuchsaufbau fir die direkte Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei
1270 nm. Ein Nd:YAG Laser (50 mW) bestrahlt (blaue Linie) die Probe direkt an Luft. Die
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz  (rote  Linie) wird mit einem infrarotsensitiven
Photomultiplier (PMT) gemessen nach der Passage des Linsensystems (L1, L2) und der
Filter. Das Signal des PMT wird verstarkt und parallel mit dem Signal des Pulsgenerators an
den Computer gesendet, um der Messung einen zeitlichen Startpunkt zu vermitteln
[modifiziert nach [127]].
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Die direkte Messung des Singulett-Sauerstoff-Lumineszenzsignals wurde durch
zeitaufgeléste Messungen bei 1270 nm (Filter: FWHM = 10 nm bzw. 30 nm)
durchgefiihrt [126]. Die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz wurde im Vergleich zu dem
anregenden Strahl rickwartsgerichtet mit einem PMT gemessen. Dabei wurde ein
Kantenfilter bei 950 nm vorgeschaltet, um die Detektion von Stdérphotonen zu
minimieren.

Zur Anpassung des Singulett-Sauerstoff-Lumineszenzsignals wurde C verwendet,
das die Deaktivierung des angeregten Ti-Zustands des PS durch Sauerstoff im
Grundzustand (*0,) darstellt [128].

C=[Tle=0"kr, [ 302]

Die zeitabhangige Lumineszenzintensitat /(f) wurde mit folgender Formel
beschrieben:
C t t
1= tyl —t;? [eXp <_E> - P <_ E)]

Dabei beschrieben t; und t, die Anstiegs- und Abklingzeit, die entweder der
Deaktivierungszeit des PS-Ti-Zustandes t oder der Deaktivierungszeit des
Singulett-Sauerstoffs 1, zugeordnet wird. Mittels des Levenberg-Marquard-
Algorithmus wurde in Mathematica (Mathematica 5.2, Wolfram Research,
Champaign, USA) die Abweichung der Messpunkte von der theoretischen Fitkurve
/() minimiert. Die exakten mathematischen Beschreibungen und die Deviation der
Formel fir die Lumineszenzintensitat /(t), welche fir die Ermittlung von tzund tp
benutzt wurde, kdnnen in der Literatur nachgelesen werden und sind nicht
Gegenstand der vorliegenden Doktorarbeit [126].

Die Anstiegs- und Abklingzeit der zeitaufgelésten Lumineszenz sind von der
Sauerstoffkonzentration in der Umgebung abhangig. Zudem lasst sich mit der
Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit die Diffusionsreichweite von Singulett-Sauerstoff
abschatzen [127].
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Die freie Weglange xp;rr eines diffundierenden Gaspartikels berechnet sich aus
folgender Gleichung:

xDiff = V6Dt

Dabei beschreibt D die l16sungsmittelspezifische Diffusionskonstante und t die aus
den zeitaufgelosten Lumineszenzsignalen ermittelte Deaktivierungszeit bzw.
Lebensdauer von Singulett-Sauerstoff. Die Deaktivierung von Singulett-Sauerstoff ist
abhangig von der Umgebung. So ist Wasser ebenso wie Luft ein Quencher, der zu
einer charakteristischen Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer 7, beitragt [127].

Die Untersuchung der CA-Oberflachen mit den PS erfolgte an Luft bei einer
Raumtemperatur von 25°C und einem Umgebungsdruck von 1013 hPa. Die
Oberflachen wurden dazu in eine Metallhalterung vor den PMT in einem 45°Winkel
eingespannt. Die Sauerstoffkonzentrationen in den Proben konnten nicht gemessen
werden, da die Permeabilitdtseigenschaften des CA-Materials fir unterschiedliche
Gase bislang nicht untersucht wurden.

Exemplarisch wurde Singulett-Sauerstoff durch Bestrahlung der TMPyP-CA-
Oberflache generiert und dessen Lumineszenz mit Interferenzfiltern im
Wellenldngenbereich von 1150 — 1400 nm, die vor den PMT geschaltet waren,
spektroskopisch aufgeldst.

Wenn molekularer Sauerstoff vom Singulett-Zustand in seinen Grundzustand
Ubergeht, liegt das Lumineszenzmaximum bei 1268 nm in Wasser und bei 1274 nm
in Ethanol [126].
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4.8 Biologische Versuche mit den CA-Oberflachen und S. aureus

4.8.1 Bestimmung der Wiederfindungsrate der Bakterien

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Bakterien und zur Abschatzung des
systematischen Fehlers, bedingt durch die manuelle Abtragung der Bakterien,
wurden 50 pl der Bakteriensuspension, siehe Kapitel 4.1, auf die
Kunststoffoberflachen ohne PS, mit TBO oder mit TPP pipettiert.

Die Platten mit den Bakterientropfen wurden zum Antrocknen bei Raumtemperatur
lichtgeschatzt flr zwei Stunden offen unter die Sterilbank gestellt. Die Abtragung der
Bakterien erfolgte mit einem sterilen Wattestdbchen getrénkt in Mduller-Hinton-
Boullion. Die aufgenommenen Bakterien wurden in ein ReaktionsgefaB mit 1 ml
Mdiller-Hinton-Boullion Gberfthrt. Dieser Vorgang wurde fianfmal pro Bakterientropfen
durchgefuhrt.

Als Kontrolle (2100% der Bakterien, Ausgangsbakterienmenge ohne Auftragen auf
die CA-Oberflache als Referenzpunkt) wurden 50 pl der Bakteriensuspension in ein
ReaktionsgefaB3 mit 1 ml Maller-Hinton-Boullion pipettiert.

100 pl jeder Probe wurden in eine 96-Well-Mikrotiterplatte Gberflhrt und es folgte die
Herstellung der seriellen 10-fach-Verdinnungsreihen. Die Auszahlung der KBE/ml
nach einer Ubernachtkultur erfolgte nach der Methode von Miles, Misra & Irwin [124].

4.8.2 Phototoxizitatsversuche mit den CA-Oberflachen

Far diese Experimente wurden die CA-Oberflachen mit den lipophilen PS TPP, MB-
S2, MB-S3, PN-CI (je 250 uM, 100 pM, 10 puM) und dem hydrophilen Farbstoff TBO
(100 uM, 50 uM, 25 uM) verwendet. Zur Vorbereitung der CA-Oberflache ohne PS
und mit PS wurden die Bakterienproben wie in der Methode zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate der Bakterien aufgetragen (Abb. 22).

Die Bestrahlung der CA-Platten mit PS erfolgte mit den Lampen, deren
Emissionsspekiren den gréBten Anteil des maximalen Absorptionsbereichs der PS
abdeckten. Dementsprechend wurden die Bakterienproben auf den TPP-CA-
Oberflachen mit der Lampe OmniCure®Series 2000 (Aem 390 — 500 nm), die mit den
Phenothiazinderivaten mit der Lampe Teclas Source, Filter 2 (Aem 550 - 750 nm) und
die mit PN-CI mit der Lampe UV 236 Waldmann Medizintechnik (Aem 380 — 480 nm)
bestrahlt.

Fir jeden Phototoxizitdtsversuch wurden neuhergestellte Kunststoffplatten
verwendet.
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Als Kontrollen wurden die mit Bakterien kontaminierten CA-Oberflachen ohne PS
bestrahlt und kontaminierte CA-Oberflachen ohne und mit PS nicht bestrahlt
(Dunkelkontrolle). Diese Kontrollen wurden fir alle getesteten Bedingungen
gleichermaBen durchgefiihrt (Tabelle 2).

CA-Oberflachen
PS Licht
Kontrolle - -
Dunkelkontrolle + -
Licht - +
PIB + +

+: mit Licht oder PS, -: ohne Licht oder ohne PS

Tabelle 2: Darstellung der Kontrollen fiir die Phototoxizitatstests mit S. aureus auf
den CA-Oberflachen

Die Phototoxizitat der TPP-Oberflachen (250 uM, 100 uM, 10 pM) wurde mit der
Lampe OmniCure®Series 2000 (Aem 390 — 500 nm) unter verschiedenen Bedingungen
getestet (Tabelle 3).

TPP-CA-Oberflache
Leistung/cm?
50 mW 30 mW 10 mW 5 mW
Dauer 60 Min | 30 Min | 10 Min || 10 Min || 60 Min | 10 Min | 100 Min
Energie/cm®| 180J 90 J 30J 18 J 36 J 6J 30J

Tabelle 3: Darstellung der verschiedenen Bedingungen fir die Testung der CA-Oberflachen
mit TPP (250 uM, 100 uM, 10 uM); Lampe OmniCure®Series 2000

Zusatzlich wurde mit den TPP-CA-Oberflachen (250 pM, 100 pM, 10 pM) eine
fraktionierte Bestrahlung durchgefiihrt. Dabei wurde finfmal eine Intensitat von je 10
mW/cm? appliziert und jedes Bestrahlungsintervall dauerte 10 Minuten. Daraus
resultierte eine Gesamtenergie von 30 J/cm?. Zwischen jedem Bestrahlungsintervall
wurde eine Pause von 5 Minuten eingehalten.
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Die CA-Oberflachen MB-S2 und MB-S3 (je 250 uM, 100 uM, 10 uM) wurden mit der
Lampe Teclas, Filter 2 (Aem 550 - 750 nm) bestrahlt (Tabelle 4).

MB-S2-CA-Oberflache

MB-S3-CA-Oberflache

Leistung/cm?

50 mW
Dauer 30 Min | 20 Min 10 Min 10 Min
Energie/cm® | 90 J 60 J 30J 30 J

Tabelle 4: Darstellung der Uberpriften Bedingungen fir die CA-Oberflachen, die MB-S2 und
MB-S3 (je 250 uM, 100 uM, 10 pM) enthielten; Lampe Teclas Source, Filter 2

Mit den PN-CI-Oberflachen (250 uM, 100 uM, 10 uM) wurden die Versuche mit der
Lampe UV 236 Waldmann Medizintechnik (Aem 380 — 480 nm) bei 15 mW/cm? und 6

mW/cm? durchgefiihrt (Tabelle 5).

PN-CI-CA-Oberflache

Leistung/cm?

15 mW

6 mW

Dauer

33,3 Min 83,3 Min

Energie/cm?

30J

Tabelle 5: Darstellung der getesteten Bedingungen mit den PN-CI-CA-Oberflachen (250 uM,
100 pM, 10 uM); Lampe UV 236 Waldmann Medizintechnik
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Die TBO-Kunststoffoberflachen (100 puM, 50 uM, 10 pM) wurden mit 50 mW/cm?
Intensitat (Lampe Teclas Source, Filter 2) bestrahlt (Tabelle 6).

TBO-CA-Oberflache

Leistung/cm?

50 mW
Dauer 10 Min
Energie/cm? 30J

Tabelle 6: Darstellung der getesteten Bedingungen flr die CA-Oberflachen mit TBO (100 uM,
50 uM, 10 uM) enthalten; Lampe Teclas Source, Filter 2

Die Abtragung der bestrahlten und nicht bestrahlten Bakterienproben auf den CA-
Oberflachen wurde geman der Methode zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der
Bakterien durchgefihrt, siehe Kapitel 4.8.1.

Es wurden serielle 10-fach-Verdinnungen in 96-Well-Mikrotiterplatten hergestellt und
die KBE/ml nach der Miles, Misra & Irwin-Methode Kkultiviert und nach einer
Ubernachtkultur ausgezahlt [124].

Zur Uberpriifung des Bakterienverlusts durch die manuelle Abtragung der
Bakterienproben wurde bei jedem Versuch eine Kontrollprobe, die 100% der
Bakterien also der Ausgangsbakterienmenge ohne Auftragen auf die CA-Oberflache
als Referenzpunkt entspricht, mitgefihrt.
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G H |
Abb. 22: Darstellung des Versuchsablaufs (Fotos © by Francesco Santarelli, Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie, Universitatsklinikum Regensburg):
A) Pipettieren der Bakteriensuspension (50 pl) auf die zu bestrahlende CA-Oberflache, in die
der PS MB (50 uM) eingearbeitet wurde
B) Getrockneter Bakterientropfen auf der CA-Oberflache nach 2 Stunden
C) Bestrahlung der Oberflache mit sichtbarem Licht (Lampe Teclas Source, Filter 2)
D) Abtragung der Bakterien zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Bakterien
E) Uberfiihren der abgetragenen Bakterien in Miller-Hinton-Boullion
F) Bestimmung der KBE durch serielle 10-fach-Verdinnungsreihen (96-well Format)
G) Auftragen der seriellen Verdiinnungsreihen auf Agarplatten
H) Bestimmung der Uberlebenden Kolonien der Dunkelkontrolle mit PS ohne Bestrahlung
nach der Miles, Misra & Irwin-Methode
1) Bestimmung der lberlebenden Kolonien der bestrahlten Oberflache mit PS nach der Miles,
Misra & Irwin-Methode
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4.9 Datenanalyse

Alle Ergebnisse der Phototoxizitatstests wurden mit Hilfe des Auswertprogramms
GraphPadPrism 4 (La Jolla, Californien, USA) ermittelt und als Mediane mit der 25%
und 75% Quartile dargestellt.

Insgesamt werden Werte von drei unabhangigen Versuchen pro durchgefiihrtem
Phototoxizitatstest (n = 3) gezeigt. Als Referenz fir die Berechnung wurden
Kontrollen, die nicht mit Licht bestrahlt (Dunkelkontrolle) wurden, verwendet.

In den Abb. 24 und 37-41 zeigen die Mediane, die unter der horizontalen grinen
Linie liegen, eine Reduktion der Bakterien um 299,9% (3 logio-Stufen) im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollen (Bakterien auf CA-Oberflachen ohne PS).
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5 Ergebnisse

5.1 Phototoxizitatstests mit TMPyP und S. aureus in Suspension

Der Referenzfarbstoff TMPyP wurde hinsichtlich seiner phototoxischen Eigenschaften
gegendber S. aureus in Suspension Uberprift, um das Prinzip der PIB zu
veranschaulichen.

Flr die Phototoxizitatstests wurden die Bakterienproben ohne und mit TMPyP (1 uM,
10 uM, 100 pM) for 1 Minute, 5 Minuten und 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben mit einer Leistung von 50 mW/cm? fiir 210 Sekunden (10,5 J/cm?)
mit der Lampe OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm) bestrahlt.

Nach den Richtlinien fir H&ndehygiene im Gesundheitswesen wurde die
phototoxische Effektivitdt gegentber Bakterien nach Bestrahlung festgelegt. Geman
diesen Richtlinien entsprechen folgende Reduktionen der KBE/ml den angegebenen
Zahlen fur die Effektivitat [72, 129].

Reduktion der KBE/ml um 1 logio-Stufe 2 90% Effektivitat
Reduktion der KBE/ml um 3 logio-Stufen 2 99,9% Effektivitat
Reduktion der KBE/ml um 5 log1o-Stufen 2 99,999% Effektivitat

Zur Zulassung muss ein Desinfektionsmittel zu einer Reduktion der KBE/ml um
mindestens 5 log1o-Stufen flhren.
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Um festzustellen, wie stark die Bakterien im applizierten Wellenldngenbereich
absorbieren, wurde die Absorption einer S. aureus-Suspension mit Hilfe des
Spektralphotometers DU®640 im Wellenlangenbereich von 200 - 1000 nm bestimmt
(Abb. 23).
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Abb. 23: Absorptionsspektrum der S. aureus-Suspension (10° KBE/ml) mit Aqua dest.

Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an Uberlebendem S. aureus bei allen
Inkubationszeiten mit TMPyP ab einer TMPyP-Konzentration von 1 pM mit
anschlieBender Bestrahlung um bis zu 7 logio-Stufen reduziert werden kann. Somit ist
die phototoxische Desinfektion gewahrleistet und die Voraussetzungen fir den
klinischen Einsatz sind gegeben (Abb. 24).

Ohne Bestrahlung zeigte der Zusatz von TMPyP zu der Bakteriensuspension keine
toxische Wirkung auf die Bakterien. Die Bakterien ohne vorherige Inkubation mit
TMPyP vermehrten sich nach der Belichtung normal.
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C) TMPyP, Inkubation 10 min, 50mW/cm? (210 Sek)
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Abb. 24: Phototoxizitit von TMPyP gegenlber S. aureus bei verschiedenen
Inkubationszeiten (applizierte Lichtdosis 10,5 J/cm?). Die Bakteriensuspensionen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von TMPyP (100 uM, 10 uM, 1 uM) far 1 Minute (A), fir 5
Minuten (B) und fir 10 Minuten (C) inkubiert. Rote Balken: bestrahlte Bakterien ohne und mit
TMPyP, graue Balken: Dunkelkontrolle: Bakterien ohne und mit TMPyP ohne Bestrahlung;
die Balken reprasentieren den Median von drei unabhangigen Experimenten, die die 25%
und 75% Quartile enthalten. Werte unter der horizontalen griinen Linie entsprechen einer
Reduktion der Bakterien um 299,9% (3 log1o-Stufen).
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5.2 Herstellung der CA-Oberflachen mit PS

Zur Einarbeitung in die CA-Oberflache wurden bei der Herstellung der Oberflachen
die PS hinzu pipettiert. Es wurden Platten mit den Konzentrationen 250 uM, 100 uM,
50 pM, 25 pM und 10 pM hergestellt. CA-Oberflachen mit MB-S1 konnten nicht
hergestellt werden, da der Farbstoff mit Aceton reagierte und sich braun verfarbte
(Tabelle 7).

CA-Oberflachen mit Photosensibilisatoren
Konzentrationen [uM]

250 100 50 25 10

TPP + + + + +

E PN-CI + + + + +
(@]

§ MB-S1 - - - - -

E MB-S2 + + + + +

% MB-S3 + + + + +

(7)) L _________________________________________________________________|

2 MB - ; + + +
4=

o TBO - + + + +

TMPyP - - + + +

+: hergestellt, -: keine Herstellung

Tabelle 7: Ubersicht (iber die hergestelliten CA-Oberflachen mit PS; Trennlinie: oberhalb:
lipophile PS TPP, PN-CI, MB-S2 und MB-S3; unterhalb: hydrophile PS MB, TBO und TMPyP;
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Die hydrophilen PS TBO, MB und TMPyP reagierten aufgrund ihres hydrophilen
Lésungsverhaltens  mit  dem lipophilen  CA-Aceton-Gemisch bei hdheren
Konzentrationen des geldsten Farbstoffes. Diese CA-Oberflachen wurden instabil und
die PS konnten sich nicht ganzlich in das Polymer integrieren. Beispielsweise wurden
durch die Mischung von TMPyP (in Aqua dest.) mit dem hydrophoben Aceton die
Oberflachen bei der Aushéartung trib (Abb. 25) und waren sowohl fiir die
spektroskopischen Messungen als auch flr die Phototoxizitatstests ungeeignet.

Abb. 25: Darstellung der CA-Oberflache mit TMPyP (100 uM); ungleichméaBige Verteilung
von TMPyP und partielle Eintribung der CA-Oberflache
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5.3 Spektroskopische Untersuchungen der Cellulose-Acetat-Oberflachen

5.3.1 Spektroskopische Untersuchungen der CA-Oberflachen mit PS

Um festzustellen, ob sich die PS-Molekule in der CA-Matrix verédndern oder
aggregieren, wurden die Absorptionsspektren der PS in Lésung und eingearbeitet in
die Oberflache hinsichtlich einer Verschiebung der Absorptionsmaxima (Tabelle 8)
und einer Verminderung der maximalen Absorption (in %) (Tabelle 9) miteinander
verglichen. Exemplarisch wurden dabei die Oberflichen mit PS mit einer
Konzentration von 25 uM verwendet.

Absorptionsmaxima [nm]
in Lésung in der CA-Oberflache
TMPyP 412,5-432 430,5
< TPP 415,5 - 429 415,5-418,5
% MB 663,5 292 / 666
% TBO 625,5 288,5 / 631
g MB-S2 656,5 281/665,5
T MB-S3 | 321,5/616,5 232,5/608
PN-CI 387 393,5

Tabelle 8: Ubersicht (iber die Absorptionsmaxima [nm] der einzelnen PS (je 25 pM) in
Lésung und in der CA-Oberflache; fettgedruckt: zusatzlicher Absorptionspeak im UV-
Bereich

Bei den Porphyrinderivaten TMPyP und TPP verschiebt sich der Bereich der
Maximalabsorption nicht. Jedoch verschmélert sich eingearbeitet in die
Polymermatrix der maximale Absorptionsbereich (99,97% Absorption) beider PS und
zeigt somit eine Aggregation der PS-Molekile in der CA-Oberflache im Vergleich zu
den PS im Lésungsmittel an. In Suspension zeigen die maximalen
Absorptionsbanden einen breiten Schwingungsbereich. Eingebettet in die CA-
Oberflache sind die Freiheitsgrade der PS-Molekiile geringer und die
Schwingungsbreite ist vermindert [130].
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Bei den Phenothiazinderivaten und bei PN-ClI verschieben sich die
Absorptionsmaxima, was ebenfalls auf eine Aggregation der Molekile in der
Polymermatrix schlieBen lasst, wodurch weniger PS-Molekile Licht der
entsprechenden Wellenlangen absorbieren kdnnen und angeregt werden.

Bei MB betragt die Verschiebung 2,5 nm, bei TBO 5,5 nm, bei MB-S2 9 nm, bei MB-
S3 8,5 nm und bei PN-CI 6,5 nm. Zudem lasst sich bei den PS MB, TBO und MB-S2
ein zusatzliches Absorptionsmaximum in den CA-Oberflachen im UV-Bereich
detektieren (Tabelle 8).

maximale Absorption in %
in Lésung in der CA-Oberflache
TMPyP 99,98 85,6
E TPP 99,98 99,97
‘% MB 98,73 84,21/ 95,46
% TBO 88,62 40,16 / 46,78
g MB-S2 95,49 67,08 / 66,13
ﬁcc-) MB-S3 | 52,12/ 34,68 84,37 /12,87
PN-CI 46,85 8,83

Tabelle 9: Ubersicht iiber die Absorption in % der Absorptionsmaxima jedes PS (je 25 uM) in
Lésung und in der CA-Oberflache; fettgedruckt: zusétzlicher Absorptionspeak im UV-
Bereich

Bis auf das Absorptionsmaximum von TPP verringern sich alle Maxima, sobald die
PS in die CA-Matrix eingearbeitet sind.

Die Verminderung der Absorption betragt bei TMPyP 14,38%, bei MB 3,27%, bei
TBO 41,84%, bei MB-S2 29,36%, bei MB-S3 21,81% und bei PN-CI 38,42% (Tabelle
9). Dies lasst darauf schlieBen, dass nicht die gleiche Anzahl an PS-Molekiilen von
TMPyP, MB, TBO, MB-S2, MB-S3 und PN-CI in der Polymermatrix gebunden werden
kénnen, wie in LOsung der gleichen Konzentration. Dadurch kénnen nicht genauso
viele Farbstoffmolekile angeregt werden und die Singulett-Sauerstoff-
Quantenausbeute ist mdglicherweise geringer.
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Das Auftreten eines weiteren Absorptionspeaks im UV-Bereich und die Minderung
der maximalen Absorption der PS TMPyP, MB, TBO, MB-S2, MB-S3 und PN-CI in
den CA-Oberflachen kdénnte auf eine strukturelle Veranderung der PS nach der
Einarbeitung in die Polymermatrix hindeuten.

5.3.2 Farbstoffaustritt aus den CA-Oberflachen

Um zu GOberprifen, ob sich PS-Moleklle aus der CA-Oberflache herauslésen und
direkt mit den Mikroorganismen auf der Oberflache in Kontakt treten kénnen, wurden
die CA-Oberflachen mit den Farbstoffen TMPyP, TPP, MB, TBO, MB-S2, MB-S3 und
PN-Cl und die CA-Oberflaiche ohne PS fir zwei Stunden in Aqua dest. als
Lésungsmittel gelegt. AnschlieBend wurden das Aqua dest. und die CA-Oberfléachen
spektroskopisch untersucht.

Makroskopisch konnten nach der Inkubation in Aqua dest. keine Veranderungen der
CA-Oberflachen festgestellt werden. Die Absorptionsspekiren der PS in den
Kunststoffplatten wurden hinsichtlich einer Abnahme der Absorption vor und nach der
Inkubation in Aqua dest. verglichen.

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse wird exemplarisch die hdchste Konzentration
jeder CA-Oberflachen mit PS dargestellt.

Bei den Platten, die die lipophilen Farbstoffe TPP und MB-S3 enthalten, konnte im
Aqua dest. kein charakteristisches Spekirum detektiert werden, welches auf das
Vorhandensein von TPP- oder MB-S3-Molekilen hinweisen wirde. Das heiBt, dass
sich keine PS-Partikel aus der CA-Oberflache herausgeldst haben. Zudem konnte
keine Abnahme der Absorptionsspekiren der PS-Oberflachen nach der Inkubation in
Aqua dest. gemessen werden (Abb. 26 A und B).
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Abb. 26: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflachen mit TPP
(A) und MB-S3 (B) (je 250 uM) vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der
Inkubation in Aqua dest. und des Lésungsmittels Aqua dest. selbst (rote Linie), in das die
Kunststoffoberflachen fir zwei Stunden gelegt wurden.

Bei der spektroskopischen Untersuchung der anderen CA-Oberflachen mit den PS

PN-CI, MB-S2,

MB, TBO und TMPyP konnten im Aqua dest. fir die jeweiligen PS

typische Absorptionsspekiren detektiert werden, die darauf hindeuten, dass sich
Farbstoffmolekile aus den CA-Oberflachen herausgelést haben.
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Die CA-Oberflache mit PN-CI (250 pM) zeigte einen PS-Verlust, wodurch eine
Absorption im Aqua dest. von 24% bei 366 nm im Bereich des
Absorptionsmaximums von PN-CI (387 nm) detektiert werden konnte (Abb. 27 B).
Allerdings konnte beim Vergleich der CA-Platten vor und nach der Inkubation in Aqua
dest. keine Abnahme der Absorption des PN-Cls in der Oberflache festgestellt
werden (Abb. 27 A).
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Abb. 27: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflache mit PN-CI
(250 puM) (A) vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der Inkubation in Aqua
dest. und des Losungsmittels Aqua dest. (B) selbst (rote Linie), in das die PN-CI-
Kunststoffoberflache fir zwei Stunden gelegt wurde.
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Bei dem lipophilen Farbstoff MB-S2 (250 uM) konnten in der CA-Oberflache zwei
Absorptionsmaxima gemessen werden. Das Erste befindet sich bei 310 nm und das
Zweite bei 664 nm. In Aqua dest. befinden sich beide Maxima mit 2% bei 340 nm und
mit 0,3% bei 660,5 nm in den zwei Bereichen der Maximalabsorption des PS (Abb.
28 B). Eine Veranderung des Absorptionsspektrums von MB-S2 in der CA-Oberflache
wurde nicht festgestellt (Abb. 28 A).
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Abb. 28: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflache mit MB-S2
(250 uM) (A) vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der Inkubation in Aqua
dest. und des Lésungsmittels Aqua dest. (B) selbst (rote Linie, vergréBert aus A), in das die
MB-S2-Kunststoffoberflache fir zwei Stunden gelegt wurde.
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Die Kunststoffoberflache mit MB (50 uM) zeigte einen PS-Austritt, wodurch eine
Absorption in dem Ldsungsmittel Aqua dest. von 2,7% bei der Wellenlange 664 nm
im Bereich des Absorptionsmaximums von MB detektiert werden konnte (Abb. 29 B).
Bei dem Vergleich der CA-Platten vor und nach der Inkubation in Aqua dest. konnte

keine Abnahme der Absorption des MB in den Oberflachen festgestellt werden (Abb.
29 A).
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Abb. 29: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflache mit MB (50
M) (A) vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der Inkubation in Aqua dest.

und des Ldsungsmittels Aqua dest. (B) selbst (rote Linie, vergréBert aus A), in das die MB-
Kunststoffoberflache fir zwei Stunden gelegt wurde.
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Bei dem hydrophilen Farbstoff TBO (100 pM, 25 puM) konnten nach zwei Stunden im
Aqua dest. bei der Konzentration von 100 uM zwei Absorptionsmaxima und eines bei
der Konzentration von 25 uM detektiert werden. Bei der CA-Oberflache mit der TBO-
Konzentration 100 uM befindet sich das erste Maximum bei 285,5 nm mit einer
Absorption von 2,5% und das Zweite bei 624 nm mit einer Absorption von 3,8%.
Beide Maxima befinden sich in den zwei Bereichen der Absorptionspeaks des PS
(288,5 nm und 631 nm). Das Absorptionsmaximum der TBO-CA-Oberflache mit der
Konzentration 25 puM liegt im Aqua dest. bei 663 nm mit einer Absorption von 0,15%
(Abb. 30 B).
Eine Abnahme der Absorption nach der Inkubation der TBO-Oberflachen in Aqua
dest. konnte bei der Oberflache mit 100 uM TBO im Bereich von 285 nm (erstes
Absorptionsmaximum) um 53% und im Bereich von 630 nm (zweites
Absorptionsmaximum) um 1,5% festgestellt werden. Bei der TBO-Oberflache mit der
Konzentration 25 pM konnte ebenfalls bei beiden Absorptionsmaxima eine
Verringerung der Absorption detektiert werden. Im Bereich des ersten
Absorptionsmaximums ein Ruckgang der Absorption um 16% und im Bereich des
Zweiten um 13,5% (Abb. 30 A).
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Abb. 30: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflachen mit TBO
(100 pM und 25 puM) (A) vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der
Inkubation in Aqua dest. und des Loésungsmittels Aqua dest. (B) selbst (rote Linien,
vergrdBert aus A), in das die TBO-Kunststoffoberflachen fir zwei Stunden gelegt wurden.

Die CA-Oberflache mit TMPyP (50 uM) zeigte den gréBten PS-Verlust im Aqua dest.
mit einer messbaren Absorption von 16,5% bei 423 nm (Soret-Bande) und einer von
ca. 1% bei 520 nm im Bereich der ersten Q-Bande (Abb. 31 B). Bei dem Vergleich
der CA-Oberflachen vor und nach der Inkubation in Aqua dest. konnte keine Abnahme
der Absorption festgestellt werden (Abb. 31 A).
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Abb. 31: Exemplarische Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflachen mit
TMPyP (50 pM) (A) vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der Inkubation in
Aqua dest. und des Aqua dest. (B) als Lésungsmittel (rote Linie, vergréBert aus A), in das die
TMPyP-Kunststoffoberflache fur zwei Stunden gelegt wurde.

Bei allen hydrophilen PS TBO, MB und TMPyP wurden durch diese Methode im Aqua
dest. typische Absorptionsspekiren flir diese PS detektiert, die darauf hinweisen,
dass ein Herauslésen der Farbstoffpartikel aus der hydrophoben Polymermatrix
stattgefunden hat. Die lipophilen PS zeigten hingegen weniger (PN-CI und MB-S2)
oder keinen (TPP, MB-S3) Verlust an PS-Molekilen aus der Polymermatrix im
Lésungsmittel Aqua dest. (Tabelle 10).

Photosensibilisatoren

Aqua dest.
maximale Absorption (in %)
TPP (250 uM) 0
£ MB-S3 (250 pM) 0
3 PN-CI (250 pM) 2.4
MBS2 (250 uM) 2
_ MB (50 uM) 2,7
s TBO (100 uM) 3,8
1—; TBO (25 pM) 0,15
TMPyP (50 uM) 16,5

Tabelle 10: Ubersicht iiber die maximalen Absorptionen (in %) der PS-Molekiile im
Lésungsmittel Aqua dest. herausgelést aus den CA-Oberflachen
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5.3.3 Langzeitbestrahlung der CA-Oberflachen ohne PS und mit TPP

Aufgrund des Verhaltens der verschiedenen PS in der CA-Polymermatrix wurde zur
Langzeitbestrahlung einer selbstdesinfizierenden Oberflache TPP verwendet, da
dieser in dieser Art Oberflachenmatrix am stabilsten erscheint (siehe Kapitel 5.3.2)
und TPP ausreichend zur Verfligung stand. Zur Feststellung, ob sich der PS TPP
eingearbeitet in die CA-Matrix verandert, wurden die CA-Oberflachen ohne PS und
mit den verschiedenen Konzentrationen von TPP (250 uM, 100 uM, 50 pM, 25 uM, 10
UM) nach 10-, 40- und 100-miniitiger Bestrahlung mit der Lampe OmniCure®Series
2000 (Aem 390 — 500 nm) mit einer Leistung von 50 mW/cm? was einer

Gesamtenergie von 30 J/cm?, 120 J/cm? und 300 J/cm? entspricht, spektroskopisch
untersucht.
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Abb. 32: Darstellung der Absorptionsspektren der CA-Oberflache ohne PS (A) und mit TPP

(10 uM) (B) vor (durchgéangige Linie) und nach (gestrichelte Linie) der Bestrahlung mit 300
Jicm?,
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Ruckgang der Absorption der ersten Q-Bande
applizierte Energie pro cm?

30J 120 J 300 J
= 250 uM -0,70% -1,20% -2,20%
'% 100 uM -2,40% -3,40% -12%
£ 50 M 0% 3% 10,70%
g 25 uM -7,15% -8,20% -17,60%
< 10 pM -1,65% -6,20% -21,40%

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Bestrahlung der TPP-CA-Oberflachen mit verschiedenen
Konzentrationen: dargestellt ist der prozentuale Riickgang der Absorption der ersten Q-
Bande bei 515 nm bei den Bestrahlungsenergien 30 J/cm? 120 J/cm? und 300 J/cm?
(Berechnung basierend auf den Absorptionsspekiren der unbestrahlten TPP-CA-Oberflachen
unter Verwendung der entsprechenden Konzentrationen als Referenz)

Das Absorptionsspektrum der CA-Oberflache ohne PS veranderte sich wahrend der
Bestrahlung nicht (Abb. 32 A).

Die CA-Oberflache mit TPP zeigte im Bereich der Q-Banden ein Ausbleichen in Form
einer leichten Verringerung der Absorptionen nach jeder Bestrahlung (Tabelle 11).
Die Soret-Bande (417 nm), die mit dem Emissionsspekirum der Lampe
OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm) berlappt, blieb jedoch relativ stabil und
ihr Absorptionsmaximum verringerte sich um maximal 0,9% bei der Konzentration 10
UM nach der Bestrahlung mit 300 J/cm? (Abb. 32 B).

Der Bereich der maximalen Absorption der Soret-Bande verschmélerte sich
allerdings, was darauf schlieBen I&sst, dass auch in diesem Bereich
Farbstoffmolekile zerstért werden und nach einer langeren Bestrahlungszeit weniger
Absorption stattfindet. Eine genaue Bestimmung des Absorptionsverlusts war mit der
verwendeten Methode nicht méglich.

Da fir jeden Phototoxizitatstest neue CA-Oberflachen verwendet wurden, kann davon
ausgegangen werden, dass (gleichbleibende Bedingungen wahrend eines
Bestrahlungsintervalls herrschten.
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5 Ergebnisse

5.4 Ergebnisse der Singulett-Sauerstoff-Messungen der CA-Oberflachen

In Zusammenarbeit mit Dr. rer. physiol. A. Felgentrager aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. W. Baumler (Klinik und Poliklinik fir Dermatologie, Universitatsklinikum
Regensburg) wurde ein spektroskopisches Nachweisverfahren eingesetzt, welches
Singulett-Sauerstoff direkt zeit- und spektralaufgeldst (bei 1270 nm) Uber die
Messung seiner Lumineszenz detektiert. Mit dieser Methode konnte bereits die
photodynamische Erzeugung von Singulett-Sauerstoff in wassriger Ldsung, in
Lipidsuspensionen und in eukaryonten bzw. prokaryonten Zellsuspensionen unter
Verwendung von geeigneten Photosensibilisatoren detektiert werden [126, 127].
Dieses Verfahren wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit erstmals bei CA-Oberflachen
zur Bestimmung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz eingesetzt (Abb. 33).

Ermittelt wurden die Anstiegs- und Abklingzeiten der zeitaufgeldsten Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenzsignale, die man durch Bestrahlung der CA-Oberflachen mit
den PS MB, TMPyP und TPP erhielt (Tabelle 12).

ti[us]  t; [us]
MB 42.6 13.6

TMPyP 56.9 13.9
TPP 37.6 12

Tabelle 12: Darstellung der Anstiegs- (t;) und Abklingzeit (f;) der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz jedes PS (je 25 uM) in den CA-Oberflachen (geschatzter Fehler 10%);
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i1 = 375646 ps
£2 = 11,9787 i3
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Abb. 33: Exemplarische Darstellungen des Lumineszenzsignals von Singulett-Sauerstoff in
der CA-Oberflache far TPP (A), MB (B) und TMPyP (C) (je 25 uM) an Luft und Anregung
durch Laserimpulse (50 mW): Ermittlung der Anstiegs- und Abklingzeit (t; und t,)
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5 Ergebnisse

Die zeitaufgelésten Signale lieBen sich aufgrund ihrer hohen Intensitadt sehr gut
auswerten. Die Anstiegs- und Abklingzeiten lagen im ps-Bereich, wobei die
Abklingzeit t, fur alle drei PS mit 13,1 £ 1,3 ps im Rahmen der Fehlertoleranz von
10% lag. Aus diesem Grund wurde t, der Deaktivierungszeit 7, des Singulett-
Sauerstoff zugeordnet und t; der Deaktivierungszeit 7, flr den angeregten T;-
Zustand des jeweiligen PS.
Zum eindeutigen Nachweis von Singulett-Sauerstoff wurde zudem ein
Emissionsspektrum der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz am Beispiel einer TMPyP-
CA-Oberflache mit Hilfe von Interferenzfiltern erstellt, mit denen bei unterschiedlichen
Wellenlangen jeweils die emittierten Photonen detektiert werden (Abb. 34).
Durch Fluoreszenz und insbesondere durch Phosphoreszenz des PS kénnten die
Lumineszenzsignale von Singulett-Sauerstoff bei 1270 nm Uberlagert werden, was
durch die spektralaufgel6ste Messung ausgeschlossen werden kann.
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Abb. 34: Spektralaufgeldstes Singulett-Sauerstoff-Signal (Wellenlangenbereich 1150 — 1400
nm) generiert in der CA-Oberflache mit TMPyP (25 uM) als beispielhafter Photosensibilisator.
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5 Ergebnisse

Die aufgetragenen Messwerte zeigen das integrierte Lumineszenzsignal pro
Wellenlange der verwendeten Interferenzfilter und sind auf den maximalen Wert
normiert. Ein Lorenz-Kurvenfit mit einem Maximum zwischen Amax = 1270 — 1280 nm
wurde an die Messwerte angepasst (Abb. 34).

Das Emissionsmaximum fir Singulett-Sauerstoff generiert in CA wurde bei 1275 + 2
nm detektiert. Somit kann eine Uberlagerung durch Emission verursacht durch
Phosphoreszenz des PS oder andere strahlungsbehaftete Prozesse ausgeschlossen
werden. Zusammen mit dem zeitaufgeldsten Signal ist dies ein eindeutiger Nachweis
fir das Vorhandensein von Singulett-Sauerstoff.

5.5 Ergebnisse der biologischen Versuche mit den CA-Oberflachen

5.5.1 Bestimmung der Wiederfindungsrate von S. aureus

Um zu bestimmen, wie viele Bakterien durch die manuelle Abtragung von den CA-
Oberflachen aufgenommen werden konnten und um einen systematischen Fehler
abschétzen zu kénnen, wurden Versuche zur Bestimmung der Wiederfindungsrate
der Bakterien durchgefihrt.

Die Effizienz der Methode wurde auf verschiedenen Kunststoffplatten ohne PS, mit
TPP und mit TBO hinsichtlich ihrer Genauigkeit und Reproduzierbarkeit Uberprift. Zur
Kontrolle der Bakteriengesamtmenge wurden 50 pl der Bakteriensuspension in ein
ReaktionsgefaB mit 1 ml Mduller-Hinten-Boullion pipettiert, was 100% der
aufgetragenen Bakterienmenge entsprechen sollte.

Durch die Methode zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Bakterien war ein
Verlust an Bakterien von weniger als 1 logio-Stufe ohne Unterschied zwischen den
eingearbeiteten PS zu erzielen. Bei den CA-Oberflichen ohne PS war der
Bakterienverlust ca. 38%, bei denen mit TPP ca. 12% und bei denen mit TBO ca.
44% (Abb. 35). Daraus lasst sich folgern, dass diese Methode zu Bestimmung der
Wiederfindungsrate von S. aureus fiir die folgenden Phototoxizitatstests geeignet ist.
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Bestimmung der Wiederfindungsrate
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Abb. 35: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse der Methode zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate der Bakterien; griiner Balken: Kontrolle: Ausgangsbakterienmenge in
Suspension als Referenzpunkt (2 100%), blaue Balken: Anzahl der KBE/ml nach Abtragung
von den CA-Oberflachen

5.5.2 Phototoxizitidtsversuche mit den CA-Oberflachen und S. aureus

Fir die Phototoxizitatsversuche wurden die CA-Oberflachen mit den lipophilen
Farbstoffen TPP, MB-S2, MB-S3 und PN-ClI und dem hydrophilen PS TBO
verwendet. Fir jeden Versuch wurden neuhergestellte Kunststoffplatten verwendet.
Als Kontrollen wurden fir alle Bedingungen eine Dunkelkontrolle fur die CA-Platten
ohne und mit PS und eine Bestrahlung der CA-Oberflache ohne PS durchgefihrt. Die
Vorbereitung der CA-Oberflache ohne und mit PS wurde wie in der Methode zur
Bestimmung der Wiederfindungsrate der Bakterien durchgefuhrt.

TPP-CA-Oberflachen

Mit den CA-Oberflachen, die TPP (250 pM, 100 pM, 10 pM) enthielten, wurden
Phototoxizitadtsversuche unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Die
verwendete Lampe zur Bestrahlung war OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm).
Bei langeren Bestrahlungszeiten ab 30 Minuten wurde durch Licht allein auf den CA-
Oberflachen ohne PS eine Inaktivierung der Bakterien festgestellt.

Parallel zu der Bestrahlung wurde die Temperatur (Infrarotthermometer 65) auf der
TPP-Oberflache bestimmt. Dabei konnte ein Temperaturanstieg von maximal 2,5 °C
(von 20,5 °C auf 23 °C) nach 30 Minuten gemessen werden.
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5 Ergebnisse

Bei einer Bestrahlung von 30 Minuten mit einer Bestrahlungsintensitat von 50
mW/cm? und einer daraus resultierenden Gesamtenergie von 90 J/cm? kam es zu
einer Inaktivierung der Bakterien auf den CA-Oberflaichen ohne PS um mehr als
99,99%, was einer Reduktion der Uberlebenden Bakterien von 4 logio-Stufen
entspricht (Abb. 36).

Bei allen Phototoxizitadtsversuchen und langeren Bestrahlungszeiten durchgefuhrt mit
der Lampe OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm) und dementsprechend
héheren Bestrahlungsenergien (60 J/cm?) wurde ebenfalls eine Lichttoxizitat
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

CA-Oberflache ohne PS
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Abb. 36: Exemplarische Darstellung der Inaktivierung der Bakterien durch die Bestrahlung
allein; Lampe OmniCure®Series 2000; griiner Balken: Kontrolle: Ausgangsbakterienmenge in
Suspension als Referenzpunkt (2 100%), blauer Balken: bestrahlte Bakterien auf CA-

Oberflache ohne PS (90 J/cm?), grauer Balken: Dunkelkontrolle, das heiBt Bakterien ohne
Bestrahlung.

Die Applikation von 30 J/cm? fiihrte bei der TPP-Konzentration von 250 pM in den
CA-Oberflachen zu einer Reduktion der Bakterien um anndhernd 2 logio-Stufen
(98,9%) und bei einer TPP-Konzentration von 100 uM um 1 log1o-Stufe (93,7%) (Abb.
37B).

Im Vergleich dazu war die Reduktion bei der Applikation von 18 J/cm? geringer und
lag bei der TPP-Konzentration von 250 uM bei weniger als 1 log1o-Stufe (73%) (Abb.
37A).
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Bei den bestrahlten CA-Oberflachen ohne PS war ebenfalls eine Reduktion der
Bakterien festzustellen. Bei 30 J/cm? betrug die Reduktion der Bakterien auf den CA-
Oberflachen ohne PS 67,4% und bei 18 J/cm? 31%. Durch den photodynamischen
Effekt wurde somit eine zusatzliche Toxizitat von ca. 30% erzielt.

A) TPP-Oberflache, 30mW/cm? (210 Sek)
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Abb. 37 A: Ergebnisse der Phototoxizitatstests der TPP-CA-Oberflachen (250 pM, 100 pM,
10 uM) gegeniiber S. aureus. Bestrahlung der Proben mit 18 J/cm?; Lampe OmniCure®Series
2000. Genauere Beschreibung siehe Abb. 37 B.
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B) TPP-Oberfliche, 50mW/cm? (210 Sek)
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Abb. 37 B: Ergebnisse der Phototoxizitatstests der TPP-CA-Oberflachen (250 uM, 100 puM,
10 pM) gegeniiber S. aureus. Bestrahlung der Proben mit 30 J/cm?; Lampe OmniCure®Series
2000. Hellblauer Balken: Bakterienkontrolle: Ausgangsbakterienmenge in Suspension als
Referenzpunkt (£ 100%), graue Balken: Dunkelkontrolle: Bakterien ohne und mit TPP ohne
Bestrahlung, rote Balken: bestrahlte Bakterien ohne und mit TPP; die Balken reprasentieren
den Median von drei unabhangigen Experimenten, der die 25% und 75% Quartile enthalt.
Werte unter der horizontalen griinen Linie entsprechen einer Reduktion der Bakterien um
299,9% (3 logyo-Stufen).
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Bei einer Bestrahlungsdauer

von

10 Minuten wurde unter

verschiedenen

Bedingungen eine photodynamisch induzierte Toxizitat durch die TPP-CA-Oberflache
gegeniber S. aureus erzielt (Tabelle 13).

CA-Oberflache mit TPP

Leistung/cm?
50 mW 30 mW 10 mW
c 250 uM ++ -
.8
©
= 100 uM + -
N
c
(@)
< 10 pM - -
Energie/cm? 30J 18J
Bestrahlungsdauer 10 Min

+: 1 logqo-Stufe Reduktion, ++: 2 logo-Stufen Reduktion, -: keine Inaktivierung

Tabelle 13: Ubersicht (iber die Ergebnisse der Phototoxizititstests mit den TPP-Oberflachen

(250 uM, 100 pM, 10 pM) und S. aureus; Lampe OmniCure®Series 2000.

Eine Reduktion der Bakterien auf der CA-Oberflache ohne PS wurde ebenfalls bei
der fraktionierten Bestrahlung der TPP-Oberflachen (250 pM, 100 uM, 10 pM) fir
fiinfmal 10 Minuten mit 10 mW/cm? und einer resultierten Gesamtenergie von 30

J/icm? festgestellt (Abb. 38).
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TPP-Oberflache, fraktionierte Bestrahlung
1.0x100%°

1.0x1008 _

1.0x10%7 -1

1000000 _—

10000

[CFU/mI]

1000

100

10 —_—

1 L] L] L] L]
W N i &

\‘o\ Q Q :
{_Oo QQ

TPP

Abb. 38: Fraktionierte Bestrahlung der TPP-CA-Oberflachen als Box and Whisker-
Darstellung; Lampe OmniCure®Series 2000. Kontrolle: Ausgangsbakterienmenge in
Suspension als Referenzpunkt (2 100%), Dunkelkontrolle: Bakterien ohne und mit TPP ohne
Bestrahlung, rote Balken: bestrahlte Bakterien ohne und mit TPP; der schwarze Querbalken
reprasentiert den Median. Die Box enthélt den Bereich der 25% und 75% Quartile. Werte
unter der horizontalen griinen Linie entsprechen einer Reduktion der Bakterien um 299,9% (3
log1o-Stufen).

Nach der Auszahlung der KBE/ml konnte festgestellt werden, dass S. aureus allein
durch die Bestrahlung mit der Lampe OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm) auf
der CA-Oberflache ohne PS reduziert wurde und es konnte kein zusétzlicher
phototoxischer Effekt auf die Bakterien durch TPP in den Oberflachen gezeigt werden
(Abb. 38).
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MB-S2-, MB-S3- und PN-CI-CA-Oberflachen:

Zusatzlich wurden mit den CA-Oberflachen, die MB-S2, MB-S3 und PN-CI (je 250
uM, 100 upM, 10 upM) enthielten, Phototoxizitatstests unter verschiedenen
Bedingungen durchgefiihrt. Die zur Bestrahlung verwendeten Lampen waren die
Lampe Teclas Source, Filter 2 (Asm, 550 — 750 nm) fir die Farbstoffe MB-S2 und MB-
S3 und die Lampe UV 236 Waldmann Medizintechnik (Aem 380 - 480 nm) fir den
Farbstoff PN-CI.

Phototoxizitatstests mit S. aureus
CA-Oberflachen mit
MB-S2 PN-CI
Intensitat pro cm? 50 mW 15 mW 6 mW
s 250 uM - - - - -
S
€ 100 pM - - + - -
i~
N 10 uM . . i i i
Bestrahlungszeit 10 Min 20 Min 30 Min | 33,3 Min | 83,3 Min
Energie pro cm? 30J 60 J 90 J 30J

+: 1 log1o-Stufe Reduktion, -: keine Inaktivierung

Tabelle 14: Ubersicht tber die Ergebnisse der Phototoxizitatstests mit den CA-Oberflachen
MB-S2 und PN-CI (je 250 uM, 100 uM, 10 pM)

Bei der Bestrahlung der MB-S2-CA-Oberflachen konnte bei der Applikation von 30
J/cm? und 60 J/cm? kein Phototoxizitatseffekt erzielt werden (Tabelle 14).
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Bei einer applizierten Gesamtenergie von 90 J/cm? konnte eine Inaktivierung der
Bakterien auf der MB-S2-CA-Oberflache (100 uM) um 94% (1 logo-Stufe) erreicht
werden. Die Bestrahlung mit der Lampe Teclas Source, Filter 2 (Aem 550 — 750 nm)
alleine zeigte keine lichttoxische Wirkung auf die Bakterien (Abb. 39).

MBS2-Oberflaiche, 50mW/cm?
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Abb. 39: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse der Phototoxizitatstests der MB-S2-CA-
Oberflachen (250 uM, 100 uM, 10 uM) gegenliber S. aureus; Lampe Teclas Source, Filter 2;
50 mW/cm? fiir 30 Minuten. Hellblauer Balken: Kontrolle: Ausgangsbakterienmenge in

Suspension als Referenzpunkt (2 100%), graue Balken: Dunkelkontrolle: Bakterien ohne und
mit MB-S2 ohne Bestrahlung, rote Balken: bestrahlte Bakterien ohne und mit MB-S2; die
Balken reprasentieren den Median, der die 25% und 75% Quartile enthalt. Werte unter der
horizontalen grinen Linie entsprechen einer Reduktion der Bakterien um 299,9% (3 logqo-
Stufen).
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Die Bestrahlung mit der Lampe UV 236 Waldmann Medizintechnik (Aem 380 - 480 nm)
zeigte einen Toxizitatseffekt allein durch Licht auf die Bakterienproben auf den CA-
Oberflachen ohne eingearbeitete PS von 99,2% (2 logo-Stufen) (Abb. 40). Somit
konnte keine Aussage Uber die Phototoxizitdt von PN-CI eingearbeitet in die CA-
Oberflache getroffen werden und es erfolgten keine weiteren Versuche mit den PN-
CI-CA-Oberflachen.

PNCI-Oberflache, 15mW/cm?
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Abb. 40: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse der Phototoxizitatstests der PN-CI-CA-
Oberflachen (250 pM, 100 puM, 10 uM) gegenlber S. aureus; Lampe UV 236 Waldmann
Medizintechnik, 6 mW/cm? fiir 83,3 Minuten (30 J/cm?). Hellblauer Balken: Kontrolle:

Ausgangsbakterienmenge in Suspension als Referenzpunkt (£ 100%), graue Balken:
Dunkelkontrolle: Bakterien ohne und mit PN-CI ohne Bestrahlung rote Balken: bestrahlte
Bakterien ohne und mit PN-CI; die Balken représentieren den Median, der die 25% und 75%
Quartile enthalt. Werte unter der horizontalen griinen Linie entsprechen einer Reduktion der
Bakterien um 299,9% (3 log1o-Stufen).
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Die CA-Oberflachen mit dem eingearbeiteten PS MB-S3 eigneten sich fir die
Phototoxizitatstests nicht. Es konnten mit der Methode zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate von S. aureus weder auf den unbestrahlten noch auf den
bestrahlten CA-Oberflachen Bakterien kultiviert werden (Daten nicht gezeigt).

TBO-CA-Oberflachen:

Die effektivste Inaktivierung von S. aureus durch TPP war bei einer
Bestrahlungsintensitat mit 50 mW/cm? fiir 10 Minuten (30 J/cm?) zu erreichen (siehe
Abb. 38). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden diese Bedingungen mit den TBO-CA-
Oberflachen (100 pM, 50 uM, 25 uM) mit der Lampe Teclas Source, Filter 2 (Aem 550 —
750 nm) getestet.

Die Bestrahlung der TBO-CA-Oberflachen zeigte einen Phototoxizitatseffekt von 1
log1o-Stufe (95,6%).

Mit der Lampe Teclas Source, Filter 2 konnte kein lichttoxischer Effekt auf die
Bakterien festgestellt werden (Abb. 41).
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TBO-Oberfliche, 50mW/cm?
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Abb. 41: Ergebnisse der Phototoxizitatstests der TBO-CA-Oberflachen (100 uM, 50 uM, 10
UM) gegeniiber S. aureus. Bestrahlung der Proben mit 50 mW/cm? fir 10 Minuten; Lampe
Teclas Source, Filter 2. Hellblau: Kontrolle: Ausgangsbakterienmenge in Suspension als

Referenzpunkt (2 100%), rote Balken: bestrahlte Bakterien ohne und mit TBO, graue Balken:
Dunkelkontrolle: Bakterien ohne und mit TBO, ohne Bestrahlung; die Balken reprasentieren
den Median von drei unabhéngigen Experimenten, die die 25% und 75% Quartile enthalten.
Werte unter der horizontalen griinen Linie entsprechen einer Reduktion der Bakterien um
299,9% (3 log1o-Stufen).
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6 Diskussion

Durch die Ausbreitung multiresistenter Erreger (MRE) in deutschen Krankenh&usern
hat eine konsequente Hygiene einen noch hdéheren Stellenwert erhalten. MRE
kénnen leicht auf das Klinikpersonal von Patienten oder unbelebten Vektoren wie
unsterilen Instrumenten oder kontaminierten Flachen und auf Patienten von
besiedeltem Personal Ubertragen werden [39]. Vor allem immunsupprimierte
Patienten auf deutschen Intensivstationen sind durch Infektionen mit MRE gefahrdet,
die, verursacht durch kontaminierte Medizinprodukte, wie invasive Katheter oder
andere in den Korper eingebrachte Gegenstédnde, ein weitverbreitetes Problem
darstellen. Der HauptUbertragungsweg zur Verbreitung von MRE und somit die
Hauptursache zur Entstehung von nosokomialen Infektionen (NI) ist die mangelnde
Handehygiene des Krankenhauspersonals. Mathai et al. konnten in einer Studie zur
Hygieneerziehung des Krankenhauspersonals zeigen, dass allein
Erziehungsprogramme zur verbesserten H&ndehygiene nicht ausreichen, um
Infektionen und ihre Ubertragung zu unterbinden [131-135].

Zur Verbesserung der Situation und zur Verhinderung von NI, kdnnten neue
Technologien, wie selbstdesinfizierende Oberflachen, zukinftig einen Beitrag leisten.
Zur Vermeidung von Infektionen wurden unter anderem bereits Katheter mit
antimikrobiellen Beschichtungen wie Silber eingefiihrt [136].

Bei der Nutzung der PIB auf Oberflachen haben entstehende reaktive
Sauerstoffspezies wie Singulett-Sauerstoff oder freie Sauerstoffradikale als toxisches
Agens direkt Kontakt zu den Bakterien [118]. Durch die Bestrahlung der Oberflache,
in die ein Photosensibilisator (PS) eingearbeitet ist, soll durch die Anregung des PS in
einen Triplett-Zustand Singulett-Sauerstoff entstehen, dieser aus der Oberflache
heraustreten und die Mikroorganismen durch Angriff auf die Zellwand und
Zytoplasmamembran abtdten. So wiirde die Keimzahl auf Oberflachen bestandig auf
einem niedrigen Niveau gehalten werden. Dies wirde die
Verbreitungswahrscheinlichkeit der Keime vermindern und das Ziel, Infektionen zu
kontrollieren und effizienter zu therapieren, kénnte besser erreicht werden. Zudem
hatte diese Methode zur Reduktion der Bakterien im Vergleich zu herkdbmmlichen
alkoholischen Desinfektionsmitteln den Vorteil, dass keine Hygienellicke wie nach der
Verdunstung der Desinfektionsmittel entsteht. Diese photodynamisch aktiven
Oberflachen kénnten nicht nur fir Medizinprodukte eingesetzt werden, sondern auch
auf inerten Oberflachen in Patientenzimmern, Stationszimmern, Operationssélen,
Arbeitsraumen, etc. aufgebracht werden.

76



6 Diskussion

6.1 Phototoxizitatstests mit TMPyP gegen S. aureus in Suspension

Mit dem Einsatz des Referenzfarbstoffes TMPyP gegen S. aureus in Suspension
wurde das Prinzip der PIB Uberpruft. Bei einer TMPyP-Konzentration von 1 pM, einer
Inkubationszeit von 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung (210 Sekunden)
konnte eine Reduktion der Bakterien in der Suspension erzielt werden. Bei diesen
Experimenten in Suspension konnte eine Inaktivierung von Bakterien um 99,999%
(Reduktion um 5 logio-Stufen) durch den photodynamischen Prozess erzielt werden,
sodass per Definition eine Desinfektion durch Photodynamik gegeben ware [72].

Bei der PIB in Suspension wird als ein Hauptmechanismus der photodynamischen
Wirkung davon ausgegangen, dass der PS wéahrend der Inkubation in der Nahe der
Bakterienzellwand oder Zytoplasmamembran akkumulieren kann. Bei der
nachfolgenden Bestrahlung unter aeroben Bedingungen entsteht der hochreaktive
Singulett-Sauerstoff direkt am Angriffsziel [95]. Aufgrund der Singulett-Sauerstoff-
Diffusionskapazitat von 200 nm in Suspension wird der irreversible oxidative Schaden
an den Bakterien nur in seiner unmitteloaren Nachbarschaft verursacht [97]. Ein
weiterer Mechanismus, der durch Phototoxizitdt zum Zelltod fuhrt, kdnnte ein
irreversibler K*-Ausstrom aus den Bakterien, induziert durch die Bestrahlung,
darstellen [137]. Ebenso denkbar ware ein Efflux von Aminosauren aus den Bakterien
nach der Bestrahlung, was bei Propionibakterien, die auf einem mit ALA
angereicherten Bakterienagar gewachsen waren, gezeigt werden konnte [138].

Diese Beispiele eines erfolgreichen Einsatzes der PIB setzen jedoch eine direktie
Anlagerung oder Aufnahme des PS an oder in die Bakterien voraus. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde erstmals untersucht, ob ein in eine inerte Oberflache
eingebrachter PS durch Lichtinduktion in der Lage ist, ohne direkten Kontakt zu den
Bakterien, eine photodynamische Toxizitat zu induzieren und die auf die Oberflache
aufgebrachten Keime zu inaktivieren.
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6.2 Spektroskopische Untersuchungen der CA-Oberflachen

Bei den Ergebnissen der spektroskopischen Untersuchungen der CA-Oberfldchen
hinsichtlich einer Herauslésung der PS-Molekille konnte gezeigt werden, dass ein
lipophiler PS, wie beispielsweise TPP oder MB-S2, in die Kunststoffoberflache
eingearbeitet werden muss, um eine stabile durchsichtige Oberflache zu erhalten, in
der der PS makroskopisch gleichmaBig verteilt ist.

Im Rahmen der Untersuchungen wurde zudem gezeigt, dass sich hydrophile PS,
eingearbeitet in die CA-Oberflache in dem L&sungsmittel Aqua dest., aus dieser
herauslésen. Die lipophilen PS TPP und MB-S2 zeigten in dieser Hinsicht den
stabilsten Verbund mit der Polymermatrix und konnten nicht herausgelést werden.
Die hydrophilen PS, wie TMPyP, MB oder TBO, kénnten somit bei der Kontamination
der CA-Oberflache mit der wassrigen Bakteriensuspension direkten Kontakt mit den
Bakterien eingehen, sodass eine photodynamische Reaktion wie in Suspension
ablaufen kdnnte.

Ein stetiger PS-Verlust kénnte die Oberflache zudem mit der Zeit unwirksam machen.
Bei allen hydrophilen PS konnte ein Austritt aus der Oberflache detektiert werden.
Jedoch veranderte sich nach dem Einlegen der Oberflache fir zwei Stunden in 10 ml
Aqua dest. als Lésungsmittel das Absorptionsspektrum der PS in der Oberflache
nicht. Dies deutet daraufhin, dass die Kunststoffoberflache mit dem hydrophilen
Farbstoff gesattigt war und sich keine Moleklle aus dem Kunststoffgitter I6sten,
sondern nur solche, die nicht fest in die Matrix gebunden waren und sich so im Aqua
dest. 16sen konnten. Dass sich nicht alle PS-Molekile in die Polymermatrix
integrieren konnten, ist unter anderem durch das unterschiedliche Lésungsverhalten
der vermischten Substanzen zu erklaren. Eine Ausnahme stellt dabei der PS TBO
dar. Bei der spektroskopischen Untersuchung der TBO-Oberflaiche nach dem
Einlegen in das Loésungsmittel Aqua dest. konnte ein Ruckgang des
Absorptionsmaximums detektiert werden, was darauf schlieBen lasst, dass sich TBO
aus der Matrix der CA-Platte mobilisieren kann und die TBO-Kunststoffplatte mit der
Zeit ausbleicht.

Bei den Vergleichen der Absorptionsmaxima der PS in Lésung und in den CA-
Oberflachen konnte bei den spektroskopischen Untersuchungen der Porphyrin-
Derivate TPP und TMPyP keine Veranderungen der Absorptionsspektren hinsichtlich
einer Verschiebung der Absorptionsmaxima festgestellt werden. AusschlieBlich der
Bereich der Maximalabsorption verschmalerte sich, bedingt durch die Dimerisierung
der PS-Molekile in der Polymermatrix [130]. Bei den PS MB, MB-S2, MB-S3 und
TBO fand eine Verschiebung der Absorptionsmaxima in den CA-Oberflachen statt,
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was auf eine stérkere Aggregation der PS-Molekile in der Polymermatrix schlieBen
lasst. Méglicherweise Uberlagern sich die PS-Molekille in dem Oberflachenfilm und
bilden Konglomerate. Dadurch kénnen sich die aromatischen Ringsysteme der PS
Uberlagern. Dieses Phanomen und die Verminderung der maximalen Absorption
dieser PS in den CA-Oberflachen im Vergleich zu den PS in Suspension fihrt bei der
Anregung der PS durch Licht zu einer geringeren Aktivierung dieser in die angeregten
Triplett-Zustande. Dadurch kénnen weniger Sauerstoffmolekiile zu Singulett-
Sauerstoff Uberfihrt werden und die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute kann
erheblich sinken.
Die  Verwendung der Phenothiazinderivate fur die Einarbeitung in die CA-
Oberflachen und fir eine erfolgreiche photodynamische Oberflachendesinfektion wird
aufgrund der divergenten Ergebnissen aus den hier erzielten Ergebnissen und den
publizierten Daten kontrovers diskutiert [117, 118]. Bei den spektroskopischen
Untersuchungen zur Herauslésung der Farbstoffe aus den Kunststoffoberflachen
wurde bei Decraene et al. 1,0 ml PBS-Puffer als Lésungsmittel auf die TBO-RB-
Oberflachen pipettiert. In dem PBS-Puffer als Lésungsmittel wurde eine Absorption
entsprechend der Absorptionsmaxima der PS von Ags2 nm <0,009 bei TBO und von
As45 nm <0,003 bei RB detektiert. Decraene et al. gehen bei ihren durchgefihrten
Phototoxizitatsversuchen nicht von einer photodynamischen Reaktion wie in
Suspension aus [117]. In der vorliegenden Doktorarbeit wurden spektroskopisch
TBO-Partikel im Lésungsmittel Aqua dest. detektiert. Die Absorption lag bei einer
TBO-Konzentration von 100 uM mit bei 3,8% und bei einer TBO-Konzentration von
25 uM bei 0,15%, was zeigte, dass sich Farbstoffmolekile aus der Oberflache
herauslésten. Demnach konnte bisher nicht geklart werden, ob der phototoxische
Effekt der TBO-RB-Oberflachen in der Publikation von Decraene et al. direkt durch
die gelésten PS-Molekille oder indirekt durch Singulett-Sauerstoff erzeugt wurde
[117]. Durch die Unterschiede der verwendeten Methode zur Messung der
herausgelésten PS-Molekile in der Publikation von Decraene et al. und in dieser
Doktorarbeit konnten keine exakten Vergleiche das Ausbleichen der CA-Oberflachen
in Lésungsmitteln betreffend gezogen werden, da sich die verwendeten Mengen der
Lésungsmittel (Decraene 1 ml PBS, vorliegende Doktorarbeit 10 ml Aqua dest.)
unterschieden. In den Publikationen von Decraene et al. fehlen zudem Angaben zur
Inkubationszeit der CA-Oberflachen mit PS in dem Lésungsmittel PBS [117].
Die phototoxische Wirkung von TBO in Suspension gegen pathogene Organismen
einschlieBlich Bakterien [139, 140], Hefen [141] und Viren [142] ist bekannt. Eine
phototoxische Wirkung von TBO in einer Bakteriensuspension ist bereits ab einer
Konzentration von 0,01 mg/ml bis 1 mg/ml und einer Bestrahlungsenergie ab 6 J/cm?
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beschrieben [143]. Somit ist durch ein Herauslésen einer geringen Menge an TBO-
Molekilen aus der Oberflache eine phototoxische Reaktion in Suspension und somit
eine PIB denkbar.

In Suspension gibt es zwei denkbare Interaktionen der PS mit den Bakterien.
Entweder wird der PS direkt in das Bakterium aufgenommen und kann dort seine
Wirkung entfalten. Oder die photodynamische Reaktion findet auBerhalb des
Bakteriums in der unmitteloaren Nahe der Angriffsziele statt. Beide Prozesse kénnen
in Suspension auch simultan stattfinden. Die photodynamische Reaktion in der Néhe
der Zellmembran ist bei der Oberflachendesinfektion wahrscheinlich. In diesem Fall
kommt es durch die Oxidationsvorgange induziert durch Singulett-Sauerstoff an der
Zellwand bzw. der Zellmembran zu einem Zusammenbruch des Membranpotentials
und damit zur PIB [101].

Bei der Langzeitbestrahlung der Oberflache mit TPP fiar 100 Minuten und einer
resultierenden Gesamtenergie von 300 J/cm? wurde keine Abnahme des
Absorptionsmaximums der Soret-Bande festgestellt. Der Bereich der maximalen
Absorption der Soret-Bande verschmélerte sich jedoch, was darauf schlieBen Iasst,
dass Farbstoffmoleklle durch die Bestrahlung zerstért wurden und der PS
eingearbeitet in die Oberflache durch Langzeitbestrahlung ausbleicht.

Die Anregung des Farbstoffes durch die verwendete Lampe OmniCure®Series 2000
erfolgte im Bereich von 390 nm bis 500 nm mit zwei Emissionsmaxima bei 405 nm
und 436 nm. Somit Uberlagerten sich die Emissionsmaxima mit dem
Absorptionsbereich der Soret-Bande von TPP in der CA-Oberflache (415,5 - 418,5
nm) nicht genau. Das Absorptionsspektrum von TPP in Lésung und in der CA-
Oberflache glich sich annahernd. Dadurch zeigte sich, dass der TPP-CA-Verband bei
der Bestrahlung stabil blieb und die Farbstoffmolekile nicht zerstért wurden.

Im Bereich der Q-Banden des Porphyrins TPP konnte eine Art Ausbleichen des
Farbstoffs in der CA-Oberflache in Form eines Rickgangs der Absorptionsmaxima
dieser Banden gezeigt werden. Dieser Effekt ist bei langerer Bestrahlungszeit und
hoher applizierter Energie zu beobachten und kann durch die vermehrte Entstehung
von Singulett-Sauerstoff erklart werden [144].

Da bei jedem Versuch neue CA-Oberflaichen verwendet wurden, konnte von
gleichbleibenden Bedingungen, die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute betreffend,
ausgegangen werden.
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6.3 Singulett-Sauerstoff-Generierung der PS in den CA-Oberflachen

Fir eine effektive Singulett-Sauerstoff-Generierung durch einen PS sind der
Einlagerungsort in der Kunststoffoberfliche und die davon beeinflussten
photophysikalischen und spektroskopischen Eigenschaften des PS entscheidend.
Durch die kontinuierliche Bewegung auf dem Orbitalshaker Certomat®R sollte eine
moglichst gleichmaBige Verteilung des PS im CA-Aceton-Gemisch wéhrend des
Polymerisationsprozesses gewdéhrleistet werden, um unter anderem eine
Agglomeratbildung des PS zu verhindern.

In polaren Lésungsmitteln wie Wasser oder Ethanol betragt die Lebensdauer von
Sauerstoff im Singulett-Zustand wenige Mikrosekunden. In Wasser betragt sie 3,5 +
0,5 ps, in Lipidlésung (Phosphatidylcholin) 9 + 2 ps, in Phospholipidmembranen 14 +
2 ps und bei mit Photofrin inkubierten S. aureus 6 + 2 us [128, 145].

Die Abklingzeit und somit die Diffusionsreichweite von Singulett-Sauerstoff in der
Oberflache ist von mehreren Faktoren abhangig. Die Art des Polymers beeinflusst die
physikalisch-chemischen Eigenschaften des PS, die Permeabilitat fir Sauerstoff und
dementsprechend die Konzentration von Sauerstoff im Material und damit die
Effektivitat der  Singulett-Sauerstoff-Generierung. Die  Veradnderungen  der
spektroskopischen Eigenschaften des PS im Polymermaterial kbnnten somit zu einer
anderen Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute als in Suspension fuhren.

Die Quantenausbeuten wurden bisher noch nicht explizit bestimmt, da keine
Vergleichsmdglichkeiten sowohl mit literaturbekannten Werten als auch mit eigenen
Daten der Forschungsgruppe mdglich sind. In nachfolgenden Untersuchungen der
Forschungsgruppe von Prof. W. B&umler (Klinik und Poliklinik fir Dermatologie,
Universitatsklinikum Regensburg) sollen die Quantenausbeuten in Festkérpern
erstmals gemessen werden. Allerdings konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit
erstmals eine wesentlich héhere Intensitat des Lumineszenzsignals bei 1270 nm im
Vergleich zur Signalintensitdt von Singulett-Sauerstoff erzeugt in wassrigen
Suspensionen detektiert werden, was auf eine effektive Singulett-Sauerstoff-
Generierung im Polymermaterial schlieBen lasst.

Aufgrund der Diffusionseigenschaften der CA-Matrix fir Sauerstoff wére es ebenfalls
denkbar, dass ein GroBteil der Singulett-Sauerstoff-Molekile in dem Material
entsteht, aber aufgrund einer zu kurzen Diffusionsweite nicht aus ihm heraustreten
kann. GemaRB dieser Annahme ware kein phototoxischer Effekt auf Mikroorganismen
zu erwarten, was jedoch in der vorliegenden Arbeit und in der Literatur widerlegt
werden konnte [117, 146].
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Singulett-Sauerstoff-Messungen an Luft lassen auf eine Singulett-Sauerstoff-
Abklingzeit im Millisekundenbereich schlieBen [97, 147]. Aufgrund des technischen
Aufbaus zum direkten Nachweis von Singulett-Sauerstoff ist das zeitliche
Messfenster fur die Lumineszenzdetektion jedoch beschrankt auf den
Mikrosekundenbereich. Die Lumineszenz des eventuell in Luft deaktivierten Singulett-
Sauerstoffs verschwindet somit im Grundrauschen des Signals und ist auBerhalb der
Nachweisgrenzen des Detektionssystems.

Dennoch kénnen indirekte Nachweismethoden dienlich sein fir den aus der
Polymermatrix heraus diffundierenden Singulett-Sauerstoff. Als einer dieser
indirekten Nachweise fur Singulett-Sauerstoff werden in dieser Arbeit die Ergebnisse
der Phototoxizitatstests mit den TPP-CA-Oberflachen angesehen. Bei der
erfolgreichen photodynamischen Inaktivierung der Bakterien auf der CA-Oberflache
stand der PS TPP nicht in direktem Kontakt mit den Bakterien, sondern war stabil in
die CA-Polymermatrix eingebunden und der photodynamische Effekt zur
Inaktivierung der Bakterien wurde bei Bestrahlung indirekt durch Singulett-Sauerstoff
verursacht.

6.4 Versuche zur PIB auf den CA-Oberflachen

In dieser Arbeit konnten verschiedene PS aus der Gruppe der Porphyrine,
Phenothiazine und Perinaphthenone in die Kunststoffoberflache bestehend aus
einem CA-Aceton-Gemisch eingearbeitet werden. AnschlieBend wurden Bakterien (S.
aureus) auf diese Oberflache aufgebracht und der photodynamische Effekt unter
verschiedenen Bedingungen evaluiert.

Phototoxizitiatsversuche mit den TPP-CA-Oberflachen

Bei der Bestrahlung der TPP-Oberflachen konnte bei einer Konzentration von 250 uM
und einer applizierten Gesamtenergie von 30 J/cm? der grdBte Inaktivitatseffekt
gegeniber S. aureus gemessen werden. Es konnte eine Reduktion der KBE bis
anndhernd 99% (2 logio-Stufen) gezeigt werden, die jedoch flir eine Klinische
Desinfektion (5 log1o-Stufen) nicht ausreichend ist. Fir den klinischen Einsatz oder
Verwendung in der Lebensmittelindustrie ist die Inaktivierung von Mikroorganismen
durch die Kunststoffoberflachen mit TPP ebenfalls nicht ausreichend.

TPP zeigte bei den spektroskopischen Untersuchungen keine Verschiebungen des
Absorptionsmaximums und keine Abnahme der maximalen Absorption im Bereich der
Soret-Bande. Jedoch verschmalerte sich dort der Bereich der Maximalabsorption,
was auf einen verringerten Schwingungsbereich der PS-Molekile und eine
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Aggregation hindeutet. Im Vergleich zu den anderen PS aggregiert TPP dennoch
nicht verstarkt und kann in der CA-Oberflache ausreichend in den Triplett-Zustand
angeregt werden und dadurch eine effiziente Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute
zur PIB ermdglichen.

Bei der Bestrahlung der Bakterien auf der CA-Oberflache ohne PS mit einer hohen
Energiedosis (60 J/cm?) wurde eine Inaktivierung der Bakterien bis zu 4 logso-Stufen
gemessen. Eine mdogliche Ursache dafir kénnte die schnelle Austrocknung der
Bakterien durch Hitze sein, wodurch die Bakterienzelle zu schnell Wasser verliert.
Dies steht im Gegensatz zu der bekannten Widerstandsféahigkeit von S. aureus gegen
Austrocknung [35]. Zudem sind die Lichtintensitadten fur die PIB gering und
verursachen im Normalfall keine thermischen Reaktionen, die Auswirkungen auf die
Bakterien haben kdnnten [101], wie auch in dieser Arbeit Gberprift wurde (maximaler
Temperaturanstieg 2,5 °C).

Die maximale Absorption (>80% Absorption bis 504 nm) der S. aureus-Suspension
befindet sich in den Bereichen mit niedrigen energiereichen Wellenlangen. Das
Absorptionsspekirum von S. aureus weist im Bereich des Emissionsspektrums der
Lampen UV 236 (Aem 380 - 480nm) und OmniCure®Series 2000 (Aem 390 - 500 nm)
die héchste Absorption (bei 400 nm 87%) des Lichts auf. Diese Faktoren kénnen zu
einer Abtétung der Bakterien allein durch die Bestrahlung fihren. Diese Annahme
konnte bei dem Einsatz der Lampe Teclas Source Filter 2 (Ao, 550 — 750 nm) bestatigt
werden, da mit dieser Lampe (langerwelliges Licht) keine Bakterien durch Licht allein
inaktiviert wurden.

Bakterien kdnnen aufgrund ihrer endogenen PS wie Flavine, Cytochrom und NADH
durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht vor allem im blauen Spektralbereich und der
darauffolgenden Entstehung von ROS abgetétet werden [148, 149]. Es ist bekannt,
dass beispielsweise Porphyromonas gingivalis oder Propionibacterium acnes [150]
endogene Porphyrine produzieren und somit durch eine Lichtapplikation allein, ohne
weitere PS-Inkubation, photodynamisch inaktiviert werden kénnen [151-153]. Einige
S. aureus-Stamme enthalten ebenfalls endogene PS wie Porphyrine und Carotinoide
[148]. Auf diese Weise kdnnte durch das natirliche Vorhandensein von PS in S.
aureus die Lichttoxizitat bei hdheren Lichtdosen (ab 60 J/cm?) erklart werden, ohne
dass ein PS zusatzlich in die Oberflache integriert werden musste [118, 148]. Bei der
PIB in Suspension war in den Versuchen mit TMPyP gegen S. aureus in den
Kontrollen (bestrahlte Probe ohne PS) kein lichttoxischer Effekt festzustellen. Eine
mégliche Erkldrung kénnte die zu geringe Lichtdosis (max. 10,5 J/cm?) bei diesen
Versuchen sein, die nicht ausreichte, um die endogenen PS zu aktivieren.
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Das Emissionsspektrum der Lampe OmniCure®Series 2000 mit zwei
Emissionsmaxima bei 405 nm und 436 nm war nicht genau auf das
Absorptionsmaximum der Soret-Bande bei TPP (420 nm) abgestimmt, was dazu
fihrte, dass die Anregung der TPP-Molekile in den Triplett-Zustand nicht optimal war
und somit nicht die maximale Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute erreicht werden
konnte. Durch eine Angleichung der Spekiren wére in weiteren Versuchen eine
Verbesserung der Ergebnisse denkbar. Um eine optimale Anregung der PS-Molekile
durch Lichtabsorption in den angeregten T-Zustand und somit eine hdhere Singulett-
Sauerstoff-Quantenausbeute zu erreichen, ist der Uberlappungsbereich des
Emissionsspekirums der Lampe mit dem Absorptionsspekirum des PS
effizienzbestimmend. Der Uberlagerungsbereich kénnte bei der Anregung von TPP-
Molekulen bei weiteren Versuchen zur Effizienzsteigerung der
Phototoxizitatsversuche durch die Verwendung einer anderen Lampe mit optimiertem
Emissionsspekirum verbessert werden.
Damit die PIB ihre Wirkung entfalten kann, muss sichergestellt werden, dass das
Licht die Zielsubstanz, also den PS, erreichen kann. Licht wird beim Auftreffen auf
eine Oberflache entweder gestreut oder absorbiert. Ein limitierender Faktor fur die
Eindringtiefe zur Zielsubstanz ist die Lichtstreuung. Der Effekt der photodynamischen
Inaktivierung von Mikroorganismen ist durch eine selbstdesinfizierende Oberflache
am hoéchsten, wenn diese klar ist. Tribe Lésungen kdnnen die Lichtintensitat um das
100-1000fache erniedrigen [101]. Eine Absorption des Lichts in tiefere Schichten der
Oberflache kann zudem durch den PS selbst verhindert werden, wenn dieser das
Licht nahezu komplett absorbiert [154]. Daher ist es wichtig, einen optimalen
Konzentrationsbereich des verwendeten PS zu wéahlen, um eine effiziente Anregung
moglichst vieler Molekile und eine hohe Quantenausbeute an Singulett-Sauerstoff zu
erreichen [101]. Die auf die CA-Oberflache pipettierten Bakterien in Aqua dest.
wurden in Tropfenform (50 pl) getrocknet und nicht auf der Oberflache verteilt. Die
tribe Bakterienschicht wurde lokalisiert bestrahlt. Dadurch konnte die applizierte
Lichtintensitédt die darunterliegenden PS-Molekile eventuell nicht in voller Stérke
erreichen, da die aufgetragenen Bakterien selbst das Licht absorbieren oder streuen
konnten. Aufgrund dessen konnten darunter liegende PS-Molekile nicht mit der
vollen  Lichtintensitat angeregt werden, was die Singulett-Sauerstoff-
Quantenausbeute erheblich mindern kénnte.
Zur Verbesserung der Ergebnisse der Phototoxizitatstests mit den TPP-Oberflachen
wurde eine fraktionierte Bestrahlung der CA-Oberflachen mit TPP durchgefiihrt, vor
dem Hintergrund eventuell verbrauchten Sauerstoff in der Umgebung wieder zu
regenerieren und alle PS-Molekile wieder in den Grundzustand relaxieren zu lassen.
84



6 Diskussion

Nach Maisch et al. muss die Effizienz der Singulett-Sauerstoff-Bildung vom
Sauerstoffpartialdruck in der Umgebung abhangen, da es durch die photodynamische
Reaktion zum lokalen Sauerstoffverbrauch kommt [93]. Die Lumineszenz-Leistung
von Singulett-Sauerstoff bei 1270 nm wird zur vorherrschenden Singulett-Sauerstoff-
Konzentration als proportional angenommen [145]. Die Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz gilt somit als Indikator fir den aktuellen Sauerstoffpartialdruck, wodurch
man die lokal herrschende Sauerstoffkonzentration abschatzen kann. Eine
fraktionierte Bestrahlung der TPP-Oberflachen fihrte jedoch nicht zu einer
Verbesserung der Phototoxizitdt. Nach Brovko et al. kann Sauerstoff kein
limitierender Faktor sein, da er in ausreichenden Mengen immer ubiquitar gegeben
ist. Den Hauptfokus in der Wirksamkeit der PIB in Suspension sieht er in der
Interaktion von PS und Angriffszielen wie Bestandteilen der Zytoplasmamembran
[101]. Die PIB auf Oberflachen steht jedoch im Gegensatz zu dieser Annahme, da
dort nur Singulett-Sauerstoff und nicht der PS in Kontakt zu den Mikroorganismen
steht und diese inaktiviert.

Phototoxizitiatsversuche mit den Phenothiazin-CA-Oberflachen

Far die Herstellung der CA-Oberflachen mit PS wurden neue lipophile MB-Derivate
MB-S1, MB-S2 und MB-S3 in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir organische
Chemie (Prof. B. Kénig) der Universitat Regensburg von Dr. rer. nat. Andreas Spéath
synthetisiert. Diese Farbstoffe sollten sich besser als die hydrophile
Ausgangssubstanz MB in die lipophile CA-Oberflache einarbeiten lassen.

Mit MB konnten keine stabilen CA-Oberflachen mit ausreichend hoher PS-
Konzentration (maximal 50 pM) fir eine Testung der Phototoxizitdt hergestellt
werden. Zudem war ein Herauslésen des MB aus der Polymermatrix mit einer
Absorption von 2,7% im L&sungsmittel Aqua dest. zu detektieren. Daher wurden
keine CA-Oberflachen mit MB fir die Phototoxizitatstests eingesetzt.

Der Farbstoff MB-S1 reagierte bei der Einarbeitung in die CA-Oberflache mit dem
Aceton und verfarbte sich braun. Mit dieser Art von Polymer-PS-Gemisch konnten
keine Phototoxizitatsversuche durchgefiihrt werden und weitere Studien mit anderen
Polymeren kénnten zeigen, ob der PS in Oberflachen phototoxisch einsetzbar sein
wird.

Das MB-Derivat MB-S2 (100 uM) zeigte, eingebracht in die Kunststoffoberflachen, bei
der Bestrahlung mit 90 J/cm? (Lampe Teclas Source, Filter 2), also dreimal so viel
Energie wie bei den TPP-CA-Oberflachen (30 J/cm?), eine Inaktivierung der Bakterien
um 94% (1 logio-Stufe).
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Aufgrund des Ld&sungsverhaltens von MB-S3 musste bei der Herstellung der
Kunststoffoberflachen als L&sungsmittel DMSO verwendet werden. Bei den
Phototoxizitatsversuchen konnten sowohl von der Dunkelkontrolle als auch von den
bestrahlten CA-Oberflachen durch die verwendete Methode zur Wiederfindung der
Bakterien keine Bakterien kultiviert werden. Es ist méglich, dass durch das
Lésungsmittel DMSO durch eine Reaktion mit Aceton das ausgehartete
Polymermaterial verandert wurde, flr die Bakterien durchldssig wurde und die
Bakterien in oder durch die CA-Polymermatrix diffundieren konnten. In weiteren
Versuchen kdnnte der Phototoxizitatseffekt einer Oberflache mit MB-S3 durch den
Einsatz eines anderen Ld&sungsmittels oder eines anderen Polymers Uberprift
werden.

Bei den Phototoxizitatstests mit den CA-Oberflachen, die TBO enthielten, konnte eine
Inaktivierung von S. aureus von 1 logio-Stufe (95,6%) bei einer TBO-Konzentration
von 100 uM erzielt werden. Die Konzentration 100 uM war die héchste herzustellende
Konzentration in den TBO-CA-Oberflachen, da TBO ein hydrophiler Farbstoff ist und
sich schlecht in das hydrophobe Cellulose-Acetat-Aceton-Gemisch integrieren lieB.
Bei héheren Konzentrationen wurde die CA-Oberflache zunehmend instabil und trib.
Zudem konnten bei der spektroskopischen Messung in Aqua dest. als Lésungsmittel
eine Herauslésung des PS aus der CA-Oberflache bereits ab der Konzentration von
25 uM TBO in der Oberflache detektiert und eine nachfolgende Veranderung des
Absorptionsspektrums von TBO in der CA-Oberflache gemessen werden.

Phototoxizitatsversuche mit den PN-CI-CA-Oberflachen

Die Bestrahlung der CA-Oberflachen ohne PS mit der Lampe UV 236 Waldmann
Medizintechnik (Aem 380 - 480 nm) hatte einen lichttoxischen Effekt auf die Bakterien
von 2 logio-Stufen (99,2%). Die Lampe UV 236 Waldmann Medizintechnik ermdglicht
eine maximale Bestrahlungsintensitit von 15,3 mW/cm? wodurch langere
Bestrahlungszeiten (bis zu 83,3 Minuten) resultierten, um die gleiche Energie (30
Jicm?) zu applizieren wie bei den erfolgreichen Phototoxizititsversuchen mit den
TPP-CA-Oberflachen. Dies und die hohe Absorption von S. aureus im niedrigen
Wellenldngenbereich kdnnten zu der hohen Lichttoxizitat der Lampe fihren.

Durch die unterschiedlichen Absorptionsspekiren der eingesetzten PS mussten die
zur Bestrahlung verwendeten Lampen nach ihren Emissionsspekiren ausgesucht
werden und es konnte nicht die gleiche Lampe fir alle PS-Oberflachen verwendet
werden. Dadurch konnten keine gleichbleibenden Bedingungen geschaffen werden.
Bei den Vergleichen der Absorptionsspektren und der Absorptionsmaxima von PN-CI

in Lésung und in der CA-Oberflache fand eine Verschiebung der Absorptionsmaxima
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in den CA-Oberflachen statt. Die PN-CI-Molekile in der CA-Polymermatrix scheinen
aufgrund einer Verschiebung des Absorptionsmaximums und einer deutlichen
Abnahme der maximalen Absorption (38,42%) in den CA-Oberflaichen zu
aggregieren. Dadurch werden weniger eingearbeitete PS-Molekile durch Licht in die
Triplett-Zustdnde angeregt und die mdgliche maximale Singulett-Sauerstoff-
Quantenausbeute kann nicht erreicht werden. Dies kdnnte ein weiterer Grund sein,
dass bei den PN-CI-CA-Oberflachen keine Phototoxizitdt gegenlber S. aureus
gezeigt werden konnte.

6.5 Oberflachendesinfektion durch antimikrobielle Materialien

In anderen Arbeitsgruppen beispielsweise von Decraene et al. und Wainwright et al.
wurden Versuche mit selbstdesinfizierenden Oberflachen durchgefihrt und Polymere
mit eingearbeiteten PS erfolgreich gegen Gram(+) und Gram(-) Bakterien eingesetzt
[117, 118, 155]. Die Gruppe von Decraene et al., an deren Methode sich die
vorliegende Arbeit orientiert hat, stellten eine Oberflache aus einem Cellulose-Acetat-
Aceton-Gemisch (50 mg/ml) her, die zwei PS TBO und Bengalrosa (Rose Bengal,
RB) der Konzentrationen 25 puM enthielten [117]. Diese Gruppe testete die CA-
Oberflachen gegen die Mikroorganismen S. aureus, MRSA, E. coli, Candida albicans,
Clostridium difficile und einen Bakteriophagen und erreichten eine Inaktivierung von
0,1 — 6,7 logio-Stufen bei einer Bestrahlungszeit von 16 Stunden. In weiteren Studien
mit den CA-Oberflachen, die TPP enthalten, kénnte Uberprift werden, ob diese
ebenfalls einen Phototoxizitatseffekt gegenliber Gram(-) Bakterien, Hefen und
Bakteriophagen zeigen. Zudem setzten Decraene et al. die Kunststoffoberflachen
unter klinischen Bedingungen gegen in Krankenhdusern vorkommende Keime ein
[156]. Die Lichtquelle war eine in Krankenh&usern in GroBbritannien gebrauchliche
Neonstoffréhre mit der Intensitat von 3700 + 20 lux (~0,2 mW/cm?) fir 16 Stunden,
was einer applizierten Gesamtenergie von anndhernd 11,52 J/cm? entspricht. Obwohl
eine gréBere Konzentration an TBO (100 uM) eingesetzt wurde, konnten in den
Phototoxizitatstests mit den TBO-CA-Oberflachen in der vorliegenden Doktorarbeit
nur eine geringere Bakterienreduktion erzielt werden (1 log1o-Stufe).

Die Emissionsmaxima der Neonstoffréhre lagen bei 435 nm, 495 nm, 545 nm, 588
nm und 610 nm. Durch den Einsatz von zwei PS in der CA-Oberflache, die in
unterschiedlichen Wellenlangenbereichen absorbieren, erhdht sich der Bereich der
maximalen Absorption und mehr PS-Molekiile kdnnen gleichzeitig in Triplett-
Zustande angeregt werden, wodurch sich die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute
erhéht [117]. Zudem liegt dieser kombinierte Bereich der maximalen Absorption (Agps

87



6 Diskussion

500 - 675 nm) der beiden PS RB und TBO genau im Bereich von drei
Emissionsmaxima (545 nm, 588 nm, 610 nm) der Neonstoffréhre. Durch das
Uberlappen der beiden Absorptionsmaxima erhéht sich die Effektivitat dieser CA-
Oberflache. Darin kénnte ein Grund fir den besseren Phototoxizitatseffekt in der
Publikation von Decraene et al. liegen. Das Emissionsmaximum der Lampe Teclas
Source mit dem Filter 2 (Emax 650 nm) Uberlappt das Absorptionsmaximum von TBO
(Amax 630 nm) nicht. Dies hat zur Folge, dass die Anregung der PS-Molekile in
Triplett-Zustande und somit die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute nicht optimal
und vermutlich geringer als bei den Versuchen zur Phototoxizitdt der TBO-RB-
Kunststoffoberflache von Decraene et al. ist [117, 118].
Das weiBe, sichtbare Licht der Neonstoffréhre ist nicht so energiereich wie das der
Lampen in der vorliegenden Arbeit. Ein exakter Vergleich aus den vorhandenen
Daten zur verwendeten Lichtquelle und applizierten Lichtenergie in der Studie von
Decraene et al. mit denen in der vorliegenden Arbeit ist nicht ausreichend méglich, da
keine einheitlichen Dosimetrien (lux im Vergleich zu J/cm?) verwendet wurden.
Trotzdem berichtet auch diese Gruppe von einem Bakterienverlust bei den
bestrahlten CA-Oberflachen ohne PS um bis zu 72,4%, was in der Publikation von
Decraene et al. jedoch nicht als signifikant angesehen wird [118]. Nach Decraene et
al. ist eine photodynamische Inaktivierung von Gram(+) Bakterien durch
photodynamisch aktive Kunststoffoberflachen, in die die Farbstoffe TBO und RB
eingearbeitet sind, effektiv mit Neonlicht zu erreichen [118]. Aerobe Spezies konnten
bei den Versuchen von Decraene et al. zu 63,8% und anaerobe zu 81,8% abgetdtet
werden [156]. Auf diese Weise kdnnen diese photodynamisch aktiven Oberflachen
mit TBO und RB die Keimlast zwar reduzieren, aber keine komplette Inaktivierung im
Sinn einer erfolgreichen Desinfektion erzielen.
Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Bakterien auf den bestrahlten CA-
Oberflachen wurden bei Decraene et al. die lebenden Bakterien nach der Bestrahlung
kultiviert, indem die Petrischale mit der bestrahlten Oberflache direkt mit Agar
aufgeflllt wurde. Nachdem dieser fest war, wurde die Schale in Folie verpackt, fur 24
Stunden bei 37°C inkubiert und die KBE ausgezahlt [118]. Aufgrund der Datenlage in
der Publikation von Decraene et al. ist die Effizienz und Reproduzierbarkeit der
Methode nicht zu bewerten und somit nicht mit der Methode, die in dieser
Doktorarbeit verwendet wurde, zu vergleichen. Eine optimale Wiederfindungsrate
lage bei 100%, die mit der Methode aus der vorliegenden Doktorarbeit nicht zu
erreichen war. Es wurde in den Versuchen zur Bestimmung der Wiederfindungsrate
der Bakterien ein minimaler Verlust von 12% und ein maximaler von 44% gezeigt,
was die Aussagekraft Uber die inaktivierten Bakterien auf den CA-Oberflachen in den
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Phototoxizitatsversuchen einschrankt. Durch eine Verbesserung der Methode kénnte
ein Gewinn der Effizienz von 1 log1o-Stufe erzielt werden.

Ebenso im Einsatz fir selbstdesinfizierende Oberflachen befindet sich Nanosilber.
Unter Nanosilber versteht man maximal 100 nm groBe Partikel von elementrarem
Silber. Silber ist durch das positiv geladene Silberion Ag*, das bei Kontakt mit
Feuchtigkeit durch Oxidation entsteht, bekannt flir seine breite antimikrobielle
Wirksamkeit, wobei Gram(-) Bakterien eine niedrigere minimale Hemmkonzentration
(MHK-Wert) (75 pg/ml) aufweisen als Gram(+) Bakterien (100 pg/ml) [157, 158].
Silber-lonen wirken gegen ein breites Spektrum von Gram(+) und Gram(-) Bakterien
einschlieBlich  MRSA und VRE [159]. Der genaue Wirkmechanismus, der
anschlieBend zum Absterben der Mikroorganismen, fuhrt, ist noch nicht vollstandig
aufgeklart, jedoch l6sen sich die Silbernanopartikel aus der beschichteten Oberflache
und diffundieren frei in die Bakterien, da Silbernanopartikel Zellmembranen
durchringen kdnnen. Dort verweilen sie eine gewisse Zeit und setzen kontinuierlich
Silberionen frei [160]. Im Gegensatz dazu steht der Wirkmechanismus der
selbstdesinfizierenden photodynamisch aktiven Oberflachen. Lipophile PS wie TPP,
eingearbeitet in die CA-Oberflache, I6sen sich nicht aus dieser. Die antimikrobielle
Wirkung wird indirekt durch den energiereichen Singulett-Sauerstoff vermittelt.
Abhangig von der Dosis, der Dauer der Belastung und der Art der Aufnahme kommt
es zu Nebenwirkungen durch Silber wie Magen- und Leberschaden und zu
neurotoxischen Wirkungen [161]. Nanosilber im Besonderen kann eine Schadigung
der DNA verursachen [162]. Silber wird im Kérper zudem teilweise akkumuliert.
Genaue Daten zu Schwellenwerten und Dosis-Wirkungsbeziehungen existieren nicht
und die schadliche Wirkung von Silbernanopartikeln ist vor allem aus Tierversuchen
bekannt.

Nanosilber wird in der Medizin in Wundverbanden und Beschichtungen von Kathetern
und Implantaten aufgrund der antimikrobiellen Wirkung auch gegen resistente
Erreger eingesetzt. Silberionen sollten in Wundauflagen kontinuierlich und in
ausreichend hoher Menge von 70 - 100 ppm freigesetzt werden, um eine suffiziente
Keiminaktivierung zu gewahrleisten [163]. Der Einsatz von Nanosilber in Europa wird
kritisch betrachtet, da ein Schutz vor Infektionen nicht sicher ist und sich bei
unkontrollierter Anwendung resistente Krankheitserreger entwickeln kdnnten. Es
besteht zudem die Gefahr der Entstehung von Kreuzresistenzen gegenlber
Antibiotika [160]. Bakterien, wie Acinetobacter baumannii, E. coli und Pseudomonas
aeruginosa, sowie Hefen haben Eigenschaften, Resistenzen gegen Silber zu
entwickeln, jedoch sind die genauen Mechanismen nicht aufgeklart [158, 163].

89



6 Diskussion

Bei Medizinprodukten, die keine ausreichend hohe Freisetzungsrate von Silberionen
erreichen, ist eine Resistenzbildung mdéglich, da nur subletale Silberkonzentrationen
erreicht werden [158, 160]. Nanosilber findet eine breite Anwendung in den USA und
Asien unter anderem in Textilien, Kosmetik- und Hygieneprodukien,
Reinigungsmitteln, Kichenartikeln, medizinischen Produkten, Verpackungen und
Produkten fir Babys [160]. Antibakterielle Haushaltsreinigungsmittel haben bei
gesunden Personen keinen positiven Einfluss auf die Pravention von Infektionen
[164, 165]. Das BfR empfiehlt, auf den Einsatz von Silber oder nanoskaligem Silber
als Oberflachenbiozide von Kunststoffen fir Lebensmittelverpackungen zu verzichten
[158], da es bisher wenige Daten zum Risiko fir eine mégliche Migration von
Silbernanopartikeln in Lebensmittel gibt [166]. In Lebensmittelkontakimaterialien ist
aufgrund toxikologischer Aspekte die Freisetzungsrate auf 50 ppm festgelegt, die
unter den zur Inaktivierung der Bakterien ndétigen MHK-Werten liegt. Die
Keimbelastung wird also nicht ausreichend reduziert und mdéglicherweise kdnnten
Resistenzen induziert werden [158].

BezUlglich der Resistenzentwicklung besteht aufgrund der lickenhaften Datenlage fur
eine wissenschaftliche Risikobewertung Forschungsbedarf und das BfR empfiehlt
den Einsatz von antimikrobiell wirksamen Substanzen auf das notwendige MaB und
nur fir den Einsatz im klinischen Bereich zu begrenzen [158].
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6.6 Resistenzentwicklung gegen die PIB

Die PIB mit Porphyrinen in Suspension scheint aktuell unabhangig von dem
Resistenzmuster der Bakterien zu wirken. Maisch et al. konnten zeigen, dass die
Porphyrine XF70 und XF73 sowohl gegen MSSA als auch gegen MRSA effektiv
antimikrobiell wirken [94]. Ein MRSA-Stamm konnte nach mehrmaliger Behandlung
mit XF keine erkennbare Resistenz entwickeln. Somit wirken diese PS unabhéangig
von der Zusammensetzung der Zellwand der Bakterien. Nach Maisch et al. kann bei
Veranderungen der Bakterienzellwand, wie steigender Zellwanddicke oder
veranderten Verbindungen in der Peptidoglykanschicht, keine Abnahme der Effizienz
der verwendeten Porphyrinabkdémmlinge XF70 und XF73 festgestellt werden.
Fir eine andauernde Wirksamkeit der PIB ist dies entscheidend, da Gram(+)
Bakterien durch Veranderungen der Zellwand resistent gegen Antibiotika werden
kdnnen, was fir VISA-Isolate gezeigt werden konnte. VISA produziert eine dickere
Peptidoglykanschicht, wodurch verschiedene Antibiotika, wie Beta-Laktam- und
Glykopeptid-Antibiotika, nicht mehr an das Angriffsziel heranreichen kénnen und
unwirksam werden [167]. Der Einsatz der PIB hat bisher keine mutagene Wirkung bei
Bakterienzellen gezeigt [106], was verhindert, dass Resistenzen gegen die PS
induziert werden wund sich photoresistente Bakterien selektieren kdnnen.
Mit der Zeit wird sich zeigen, ob einige Bakterien Resistenzen gegen die
antibakterielle PIB entwickeln. Mégliche Resistenzmechanismen kdénnten gegen die
Aufnahme oder das Andocken der PS entwickelt werden. Gram(-) Bakterien
kontrollieren die Aufnahme von Molekilen Uber ihre duBere Membran [168]. Bei
Salmonella enterica serovar typhimurium [169] konnte ein Mechanismus zur
Reduktion der negativen Ladung der LPS-Molekile an der &uBeren
Bakterienmembran gezeigt werden, was dem Bakterium gegeniber dem
polykationischen PS Polymyxin B eine Resistenz verleiht. Die Resistenz gegen
Polymyxin B kénnte ebenfalls bei anderen Bakterienstdmmen generell bei dem
Einsatz von polykationischen PS zu einer verminderten Wirksamkeit flihren, da auf
diese Weise die Akkumulation des positiv geladenen PS verhindert wirde und es
nicht zu der notwendigen PS-Konzentration kommen wirde, um eine
photodynamische Inaktivierung der Bakterien zu induzieren. [95].

Weitere Resistenzen gegen die photodynamische Inaktivierung von Gram(-) und
Gram(+) Bakterien kdnnten durch porindefiziente Mutanten entstehen und PS
kdnnten nicht mehr in die Bakterienzelle zu inrem Angriffsziel gelangen. Diese Art von
Resistenz konnte bei dem E. coli-Stamm K12 gegen Beta-Laktam-Antibiotika und bei
Isolaten von S. aureus fir Vancomycin gezeigt werden [95, 170]. Eine weitere
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Resistenz konnte bei E. coli durch die Behandlung mit niedrig dosiertem
Wasserstoffperoxid induziert werden. Dies resultierte in einer Uberexpression von 30
Proteinen, wodurch der Keim durch héhere Dosen von Wasserstoffperoxid nicht mehr
abgetdtet werden konnte. Dies lasst darauf schlieBen, dass Bakterienzellen
redoxsensitive Transkriptionsfaktoren besitzen, um erhdhte Konzentrationen von
ROS zu detektieren [171]. Bei E. coli konnten zwei dieser Transkriptionsfaktoren,
SoxRS und OxyR charakterisiert werden [172]. Diese Fahigkeit, ROS abzufangen,
kdnnte bei der PIB mit selbstdesinfizierenden Oberflachen dazu fiihren, dass bei zu
geringer ROS-Ausbeute und damit zu geringem oxidativen Stress, der zur
Inaktivierung aller Bakterien fiihren wirde, die Uberlebenden Bakterien eine solche
Resistenz entwickeln kénnten und diese Art der PIB unwirksam wére. Bei dem
Einsatz der PIB auf inerten Oberflachen mit PS, die ausnahmslos Singulett-Sauerstoff
generieren und zudem eine hohe Quantenausbeute besitzen, kénnte diese
Resistenzentwicklung gegen Radikale umgangen werden, da der Angriff an die
Bakterien lediglich durch die Energie des Sauerstoffmolekiils mit einer Energie von
0,98 eV stattfindet.
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Die PIB durch selbstdesinfizierende Oberflachen kénnte zuklnftig eine
PraventivmaBnahme gegen nosokomiale Infektionen durch multiresistente Keime als
Erganzung zur hygienischen Handedesinfektion darstellen [95], indem beispielsweise
Oberflachen, Katheter und andere Medizinprodukte mit einer antibakteriellen Schicht
Uberzogen werden, die phototoxisch wirkt.

Fir selbstdesinfizierende Oberflachen werden PS bendétigt, die eine hohe Singulett-
Sauerstoff-Quantenausbeute generieren und nicht mit dem Polymer, in das sie
eingearbeitet  werden  sollen, reagieren. Das Polymer muss gute
Diffusionseigenschaften fir den Singulett-Sauerstoff bieten und darf ihn nicht
quenchen. Im  klinischen oder wirtschaftichen Bereich werden  zur
Oberflachendesinfektion von den PS eine niedrige Dunkeltoxizitat, Kosteneffizienz
und die Kompatibilitdt mit den Anforderungen der Unternehmen verlangt [173].
Verschiedene PS mit lipophilen  Eigenschaften und  unterschiedliche
Polymermaterialien missten getestet werden. Eine Verbesserung der Methode der
Einarbeitung der PS in die Oberflache kdnnte durch kovalente Bindungen der PS an
das Tragermaterial wie dem CA-Pulver oder durch chemische Modifizierung der PS-
Molekuile erzielt werden, sodass sie zur Mizellenbildung angeregt und dadurch ihre
aromatischen Ringsysteme geschltzt werden. So wirde eine Aggregation der PS-
Molekile in der Polymermatrix verhindert werden, es kdnnten mehr PS-Molekile
gleichzeitig in den Triplett-Zustand angeregt werden und die Singulett-Sauerstoff-
Quantenausbeute wirde sich erhéhen. In Langzeitstudien muss der Einfluss auf die
PS und das Polymer durch Langzeitbestrahlung, durch mechanische Belastung und
Beanspruchung des Polymers durch Hitze oder Kélte untersucht werden. Nach der
Ansicht von Decraene et al. liegen auch bei langen Bestrahlungszeiten von bis zu 16
Stunden keine starken Veranderungen in dem PS-CA-Gebilde vor und die
phototoxische Wirkung des PS in der Oberflache ist nicht beeintrachtigt [117].
Alternativ wéare eine regelmaBige Erneuerung der Oberflache bzw. der Beschichtung
der Oberflache zum Beispiel durch aufspriihbare Lacke mdglich, um eine suffiziente
Singulett-Sauerstoff-Produktion zu gewahrleisten [117].

Die Inaktivierung der Bakterien durch photodynamische Prozesse auf inerten
Oberflachen wére in Krankenhdusern moglicherweise effektiver, da dort eine
geringere Keimlast pro cm? [174] vorliegt, als die konzentrierte Menge an S. aureus
(10° KBE/ml), die bei den hier durchgefiihrten Versuchen verwendet wurde. Zudem
sind in Krankenhdusern langere konstante Bestrahlungszeiten und Intensitédten durch
ubiquitares weiBes Licht gegeben, was nach Decraene et al. bei dem Einsatz von
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TBO und RB in den Oberflachen eine ausreichende Desinfektion gewéhrleistet [117].
Die applizierten Lichtdosen auf photodynamisch aktiven Oberflachen bewegten sich
in diversen Studien zwischen 0,5 und 200 mW/cm? [101]. Somit wiirde ubiquitar
vorhandenes weiBes Licht fir die Induktion einer PIB ausreichen, denn die Intensitat
von direktem Sonnenlicht wurde nach der Weltorganisation flr Meteorologie mit der
Solarkonstante EO bei 1367 W/m? festgelegt [175]. Die Lichtintensitat in europaischen
Krankenhausern variiert von 200 lux in Gangen, 1000 lux in Schockrdumen und
50000//100000 lux in OP-Salen [176]. Die Intensitat von indirektem weiBem Licht in
Raumen der Industrie 220 - 540 lux ist ebenfalls ausreichend, um eine
photodynamische Reaktion zu initiieren und Mikroorganismen zu inaktivieren [101]. In
der Forschungsgruppe von Decraene et al. ist eine photodynamische Inaktivierung
von Gram(+) Bakterien auf Kunststoffoberflachen mit Neonlicht, das in
Krankenhausern in GroBbritannien ubiquitér eingesetzt wird, erfolgreich [118]. Somit
kdnnte eine Reduktion der Keimlast die Ausbreitung und Kontamination in
Krankenhausern zuklnftig verhindern [156].

Durch den Einsatz von selbstdesinfizierenden Oberflachen wéare es mdglich, die
therapeutische Licke zwischen Resistenzentwicklung der Bakterien und der
Neuentwicklung von Antibiotika zu schlieBen und NI durch die Reduktion der Keimlast
vorzubeugen. Durch die Verwendung von selbstdesinfizierenden Oberflachen in Form
von CA-Oberflachen mit eingearbeiteten PS konnte bisher keine erfolgreiche
Desinfektion von >99,9% Bakterienreduktion erzielt werden, wie sie in der Klinik und
in der Wirtschaft gefordert wird. Jedoch ist es méglich, die Hygienellicke, die bei dem
Einsatz von  Desinfektionsmitteln  auf  Alkoholbasis  entsteht,  durch
selbstdesinfizierende Oberflachen zu schlieBen. Die fachgerechte Anwendung von
Desinfektionsmitteln reduziert Keime um Uber 99,999%. Diese Desinfektion halt aber
nur an, bis das Desinfektionsmittel verdunstet ist. Danach werden Oberflachen, Haut
oder inerte Materialien, unmittelbar wieder mit Bakterien besiedelt und es entsteht
eine Hygienellicke. Durch selbstdesinfizierende Oberflachen, wie sie in der
vorliegenden Arbeit entwickelt werden sollten, ware eine dauerhafte Reduktion der
Keimlast gewéhrleistet und die Hygienellcke wirde nicht entstehen.
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Die Entwicklung und Ausbreitung von multiresistenten Erregern (MRE) in
Deutschland nimmt in den letzten Jahren besorgniserregende AusmaBe an. Keime
wie MRSA, VRE, VRSA oder ESBL produzierende Bakterien bedeuten eine groB3e
gesundheitliche Gefahr und eine enorme finanzielle Belastung fir die gesamte
Gesellschaft. Durch die Ausbreitung der MRE in deutschen Krankenh&usern ist eine
konsequente Hygiene unabdingbar und Ubertragungswege miissen gezielt
unterbrochen werden. Vor allem multimorbide und immunsupprimierte Patienten sind
durch Infektionen mit MRE geféhrdet. So entstehende nosokomiale Infektionen (NI)
kénnen langwierige und kostenintensive Therapien nach sich ziehen und stellen
sowohl die Patienten als auch das Klinikpersonal vor eine groBe Herausforderung.
Zur Verhinderung von NI kénnen neue Technologien, wie selbstdesinfizierende
photodynamisch aktive Oberflachen, einen Beitrag leisten.

Bei der photodynamischen Inaktivierung von Bakterien (PIB) auf Oberflachen haben
entstehende reaktive Sauerstoffspezies wie Singulett-Sauerstoff oder freie
Sauerstoffradikale als toxisches Agens direkt Kontakt zu den Bakterien und
inaktivieren diese. Es wurden zur Herstellung dieser photodynamisch aktiven
Oberflachen verschiedene Photosensibilisatoren aus der Gruppe der Phenothiazine,
Porphyrine und Perinaphthenone in das Gemisch CA-Aceton eingearbeitet. Die CA-
Oberflachen mit den PS wurden anschlieBend auf ihre Stabilitdt in Aqua dest. als
Lésungsmittel untersucht und die Beschaffenheit der PS in der CA-Oberflache
spekiroskopisch gemessen. Erstmalig erfolgte der Nachweis der Singulett-Sauerstoff-
Generierung durch diese modifizierten PS-CA-Oberflachen. Die CA-Oberflachen
hergestellt mit dem lipophilen PS TPP stellten sich als am stabilsten heraus. Die S.
aureus-lsolate, aufgetragen auf die TPP-CA-Oberflachen, wurden unter
verschiedenen Bedingungen bestrahlt, um die effektivste Methode zur Inaktivierung
der Bakterien zu etablieren. Bei den Tests mit den bestrahlten TPP-CA-Oberflachen
konnte bei einer Konzentration von 250 pM eine Reduktion der Keimzahl um
annahernd 99% (2 log1o-Stufen) erzielt werden.

Das Ergebnis ist flr den klinischen Einsatz noch nicht ausreichend, jedoch zeigt sich
durch  selbstdesinfizierende  photodynamisch  aktive  Oberflachen  eine
vielversprechende Mdglichkeit, die Keimzahl auf Oberflachen auf einem niedrigen
Niveau zu halten, was die Verbreitungswahrscheinlichkeit der Keime vermindern und
neue NI verhindern kdnnte.
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